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Se ha demostrado una relación entre los niveles de hormonas sexuales y
aparición de enfermedades cardiovasculares. La incidencia de las mismas es
menor en mujeres premenopáusicas que en hombres de la misma edad,
igualándose en la menopausia. Por todo ello tradicionalmente se ha atribuido un
efecto deletéreo a los andrógenos y un efecto protector a los estrógenos sobre el
sistema cardiovascular. Sin embargo, recientemente el papel de los andrógenos
en el sistema vascular está recibiendo considerable interés y existen evidencias
experimentales y clínicas que indican que los andrógenos poseen efectos
beneficiosos sobre el sistema cardiovascular en machos, semejantes a los
descritos para los estrógenos en hembras. Las células endoteliales producen
derivados de las enzimas eNOS y COX que regulan el tono vascular. El
metabolismo del ácido araquidónico a través de la activación de la COX
produce prostanoides vasoconstrictores y vasodilatadores, se ha descrito que el
NO modula la síntesis de los mismos, sin embargo la información del efecto de
los prostanoides sobre la síntesis de NO es prácticamente inexistente.
En este sentido, hemos analizado en aorta de ratas macho y hembra la influencia
de las hormonas sexuales endógenas sobre la participación del NO endotelial en
la relajación inducida por ACh. Para ello usamos segmentos de aorta de
Sprague-Dawley de machos (control y oquidectomizado) y hembras (en estro y
ovariectomizadas). Puesto que no obtuvimos diferencias ni en la expresión de la
eNOS ni en la liberación de NO, determinamos que la deprivación de hormonas
sexuales no modifica la participación del NO endotelial ni en machos ni en
hembras.
Nuestro siguiente objetivo fue analizar la participación de prostanoides en la
relajación inducida por ACh, obtuvimos que la deprivación de hormonas
sexuales produjo un incremento en la expresión de COX-2. Por tanto con el fin
de determinar el posible papel funcional del TXA2 en la vasorrelajación
inducida por ACh, se incubaron algunos segmentos de ambos grupos de
animales con furegrelato (inhibidor de la síntesis de TXA2) y con SQ29,548
(antagonista de los receptores TP). Para investigar el posible papel de la PGI2 se
incubaron algunos segmentos con tranylcypromine, TCP (inhibidor de la
síntesis de PGI2). Para investigar las posibles interacciones entre TXA2 y PGI2
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se realizaron curvas concentración respuesta a ACh, en presencia de TCP más
furegrelato, o TCP más SQ29,548. El furegrelato icrementó la relajación a ACh
solo en machos orquidectomizados y el SQ29,548 la disminuyó en hembras
ovariectomizadas. El TCP disminuyó la respuesta a ACh en todos los grupos
pero el efecto fue mayor en machos y hembras gonadectomizados. La
incubación de TCP más furegrelato no revertió la disminución producida por
TCP en ausencia de hormonas ni en machos ni en hembras, sin embargo esta
respuesta se reinstauró mediante la coincubación de TCP más SQ29,548 sólo en
machos orquidectomizados.
Por lo tanto el siguiente objetivo fue analizar el efecto vasomotor de los
distintos prostanoides así como su liberación inducida por ACh. Así pues
observamos que la gonadectomía incrementó en la liberación de TXA2, PGI2 y
PGE2 en machos y en hembras; e incrementó la PGF2α sólo en machos.
Respecto a su efecto vasomotor, la gonadectomía disminuyó el efecto
vasodilatador de PGI2 tanto en machos como en hembras, e incrementó el efecto
vasoconstrictor del TXA2, PGE2 y PGF2α en hembras y sólo el de PGE2 en
machos.
Por último y puesto que, como ya hemos indicado, los estudios del efecto de los
prostanoides sobre el NO son escasos, decidimos determinar si los protanoides
modulan de alguna manera la liberación de NO. Para ello medimos la liberación
del mismo en presencia de los distintos inhibidores de la síntesis de
prostanoides. Se observó que la liberación de NO en ausencia de hormonas
sexuales está regulada positivamente sólo por el TXA2 en aorta de ratas macho,
y que la liberación de NO en ratas hembra está regulada positivamente por
TXA2, PGI2 y demás prostanoides derivados de COX-2.
En resumen, este estudio comparativo sobre la influencia de las hormonas
sexuales endógenas en machos y en hembras sobre la liberación/función de
prostanoides y NO endotelial nos provee de un argumento más a favor del papel
cardioprotector de las hormonas sexuales endógenas en los dos sexos. A la vez
pone de manifiesto la existencia de distintas vías de señalización que actúan
simultáneamente para mantener una función vascular adecuada.
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[Ca2+]i : Concentración intracelular de Ca
2+
5-HT: 5-hidroxitriptamina
AA: Ácido araquidónico
AC: Adenilato Ciclasa
ACh: Acetilcolina
AMP: Adenosín monofosfato
AMPc: Adenosín monofosfato cíclico
Ang II: Angiotensina II
ATP: Adenosín trifosfato
ATPasa Na+/K+: Bomba de Na+/K+ dependiente de ATP
BH4: Tetrahidrobiopterina
CaM: Calmodulina
COX: Ciclooxigenasa
DAG: Diacilglicerol
DHT: Dihidrotestosterona
EDHF: Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
EDRF: Factor relajante derivado del endotelio
EEM: Error estándar de la media
eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial
ET: Endotelina
FAD: Flavín-adenín-dinucleotido
FMN: Flavín-mononucleotido
GC: Guanilato ciclasa
GMP: Guanosín monofosfato
GMPc: Guanosín monofosfato cíclico
iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible
IP3: Inositol-1,4,5-trifosfato
KATP: Canales de K
+ dependienes de ATP
KCa: Canales de K
+ dependientes de calcio
KHS: Krebs-Henseleit
L-NAME: Nω-nitro-L-arginina metil éster
MLCK: Quinasa de la cadena ligera de miosina
NA: Noradrenalina
NADPH: Fosfato de nicotinamida adenina dinucleótido
nNOS: Óxido nítrico sintasa neuronal
NO: Óxido nítrico
O2
.-: Aniones superóxido
PG: Prostaglandina
PGE2: Prostaglandina E2
PGF2α: Prostaglandina F2α
PGH2: Prostaglandina H2
PGI2: Prostaglandina I2, prostaciclina
PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
PKA: Proteína quinasa A
PKC: Proteína quinasa C
PKG: Proteína quinasa G
PLC: Fosfolipasa C
ROS: Especies reactivas de oxígeno
SNP: Nitroprusiato sódico
SOD: Superóxido dismutasa
TXA2: Tromboxano A2
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I. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA PARED ARTERIAL.
El sistema circulatorio está formado por vasos que transportan la sangre, y con ella
los nutrientes y el oxígeno, hacia los tejidos. Las diferentes células que componen la pared
vascular, mediante la liberación de diferentes factores vasoactivos, contribuyen a mantener
la homeostasis vascular en respuesta a múltiples estímulos, regulando la actividad
contráctil, mitogénica y trombótica de la pared vascular.
En la organización básica de la pared vascular se pueden distinguir tres capas concéntricas:
(1) la más interna, túnica íntima, constituida por células endoteliales; (2) una capa media
formada mayoritariamente por fibras musculares; y (3) una tercera capa o túnica adventicia
integrada por fibras de colágeno, fibroblastos y algunas fibras elásticas y musculares
dispersas.
La túnica íntima y la media están separadas por la lámina elástica interna, mientras que la
media y la adventicia lo están por la lámina elástica externa (Rhodin, 1980) (fig.1).
Figura 1: Estructura general de la pared arterial (adaptado de http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140).
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I.a. Túnica Íntima
Es la capa más interna de la pared arterial y está constituida por un epitelio simple y plano
de células (Simionescu, 1983) orientadas longitudinalmente y unidas estrechamente
(Rhodin, 1980), una lamina basal y tejido conjuntivo subendotelial laxo. Las células
endoteliales no sólo constituyen una barrera mecánica entre la sangre y la pared vascular
sino que además son uno de los principales órganos de regulación vascular a través de la
producción y liberación de sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras (Cooke y Dzau,
1997). Su posición anatómica permite actuar como receptor y transmisor de señales entre la
sangre y la pared vascular (Lüscher y Vanhoutte, 1990). Posee acciones exocrina, paracrina
y autocrina, y está implicado en: la liberación de agentes vasoactivos, la respuesta inmune,
el control de la proliferación del músculo liso subyacente y en la adhesión y extravasación
de los leucocitos (Lüscher y Vanhoutte, 1990). En respuesta a distintos estímulos, el
endotelio es capaz de liberar distintos agentes (tabla1).
Tabla 1. Factores liberados por el endotelio vascular (Lahera y col., 1998).
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La acción combinada de estos factores mantiene la homeostasis vascular y garantiza el flujo
sanguíneo adecuado a los correspondientes órganos. Por eso numerosas patologías
cardiovasculares como la arteriosclerosis, la hipertensión arterial, la sepsis, la trombosis, la
vasculitis, hemorragias, etc. cursan con disfunción endotelial (Lahera y col., 1999).
I.b. Túnica Media
Es la capa intermedia de la pared vascular formada por capas concéntricas de células
musculares lisas entre las cuales se interponen cantidades variables de elastina, fibras
reticulares y proteoglicanos, que en las arterias está bastante más desarrollada que en las
venas, y que prácticamente no existe en los capilares. Las fibras musculares lisas de la
túnica media son las responsables del mantenimiento de la tensión muscular, por la
regulación del diámetro de la luz del vaso siendo capaces de contraerse y relajarse en
respuesta a diferentes estímulos. A diferencia del músculo esquelético y cardíaco, el
músculo liso vascular es capaz de mantener una fuerza tónica durante largos periodos de
tiempo y con una bajo coste energético. La matriz extracelular, cuyos componentes
proteicos más importantes son la elastina y el colágeno, determina la distensibilidad de la
arteria (Rhodin, 1980).
I.c. Túnica Adventicia
Es la capa externa compuesta por tejido conjuntivo con abundantes fibras de
colágeno tipo I, fibroblastos y fibras elásticas, tejido adiposo, vasa vasorum y
terminaciones nerviosas que liberan distintos neurotransmisores (Li y Duckles, 1992; Marín
y Balfagón, 1998). Así, los neurotransmisores liberados van a ejercer su acción sobre los
distintos tipos celulares que componen la pared vascular a través de la unión con sus
receptores postsinápticos. Este tipo de regulación tendrá mayor o menor importancia
dependiendo del grado de inervación de la arteria, siendo especialmente relevante en los
vasos de pequeño calibre (tabla 2).
Introducción
11
Tabla 2. Regulación nerviosa vascular. Efecto de los distintos neurotransmisores liberados desde sus
correspondientes terminaciones nerviosas.
En el tejido adiposo blanco perivascular se forman leptinas y factor relajante derivado de
adipocitos (ADRF) que inducen vasodilatación (Fortuno y col., 2002).
Adicionalmente, se producen radicales libres de oxígeno, como el anión superóxido (O2.-),
que afectan tanto a la función del músculo liso como a la de las células endoteliales,
regulando de esta manera también el tono vascular (Pagano y col., 1995).
II. CONTRACCIÓN Y RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO VASCULAR.
Las células musculares son células fusiformes de núcleo alargado que contienen
haces de actina y miosina, responsables de la contracción, por el desplazamiento de los
filamentos de actina sobre los de miosina. En la contracción del músculo liso vascular se
pueden distinguir dos componentes, una contracción fásica y una contracción tónica
(Rasmussen y col., 1987). La primera, se caracteriza por una respuesta rápida y transitoria,
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modulada por el sistema Ca2+- calmodulina (Dillon y col., 1981), mientras que la segunda
se regula por la caldesmosina (Smith y col., 1987), una proteína contráctil asociada al
dominio actina-miosina.
La contracción se inicia al incrementarse la concentración intracelular de calcio ([Ca2+]i), y
unirse a la calmodulina; el complejo Ca2+-calmodulina cataliza la fosforilación de las
cadenas ligeras de la miosina (MLC) al combinarse con la quinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK) que se encuentra inactiva formando un complejo enzimático que cataliza
la transferencia de grupos fosfato a la cadena ligera de la miosina (MLC20), incrementando
así la actividad ATPasa de la miosina (Gao y col., 2001) lo que permite la formación de
puentes cruzados en la miosina y la interacción de éstos con los filamentos de actina y
provocar la contracción. La energía para la contracción proviene del adenosín trifosfato
(ATP) (Alberts y col., 1992).
El incremento intracelular de Ca2+ puede ser debido a la estimulación de la entrada de Ca2+
extracelular por la activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, que se activan por
despolarización de la membrana, y/o por canales de Ca2+ acoplados a receptor (Horowitz y
cols., 1996); también los canales de Ca2+ del retículo endoplásmico contribuyen a la [Ca2+]i
(Broekaert y Godfraind, 1979). La unión de un ligando con su receptor específico daría
lugar a la activación de una proteína G y la subsiguiente activación de la fosfolipasa C
(PLC), ambas en la membrana plasmática. La PLC cataliza la hidrólisis de fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2), en diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El DAG
estimula la proteína quinasa C (PKC), ejerciendo un papel relevante en la fosforilación de
la MLC, y manteniendo así la contracción muscular (Salamanca y Khalil, 2005). Por otra
parte el IP3 promueve la liberación de Ca2+ desde el retículo endoplásmico por activación
del receptor-IP3 de la membrana del retículo. La activación de proteínas G acopladas a
receptores, no sólo estimula la PLC, sino que también puede activar la fosfolipasa A2
(PLA2) y la biosíntesis de prostaglandinas a partir del ácido araquidónico (AA); además,
puede activar Rho-quinasas y de proteínas quinasa activadas por mitógenos (MAPK-Ras).
La PKC, Rho-quinasa y MAPK pueden fosforilar directamente la MLC20, incrementando la
actividad ATPasa de la miosina. Además el AA, la PKC y la Rho-quinasa inhiben a la
enzima miosina fosfatasa, manteniendo de esa forma la fosforilación de la MLC20 (Abdel-
Latif, 2001) (fig.2).
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Figura 2: Mecanismos intracelulares implicados en la contracción del músculo liso.
Las respuestas del músculo liso vascular a algunos agonistas como la noradrenalina (NA),
angiotensina II (Ang-II), serotonina (5-HT), etc. tienen lugar a través de la vía del PIP2 tras
interaccionar con los receptores específicos correspondientes.
Asimismo, la relajación muscular, que provoca un aumento del diámetro de la luz, tiene
lugar cuando disminuye la [Ca2+]i. En estas ocasiones, la calmodulina se disocia de la
MLCK, inactivándola y los grupos fosfatos son eliminados posteriormente por la fosfatasa
de la miosina. Existen receptores de membrana en las células musculares lisas para multitud
de agentes vasoactivos que activan, inhiben o modulan dicho comportamiento. Existen
sustancias que inducen relajación independiente de endotelio, activando canales de K+
localizados en las células musculares y produciendo hiperpolarización (Klockgether-Radke
y col., 2004), o incrementando la formación de segundos mensajeros como adenosín
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monofosfato cíclico (AMPc) y guanosín monofosfato cíclico (GMPc) (Eckly y col., 1994)
(fig.2). Adicionalmente, la activación de distintos receptores localizados en células
endoteliales induce la producción de factores vasoactivos que ejercen su acción sobre las
células musculares lisas modulando el tono vascular.
III. MODULACIÓN DEL TONO VASCULAR.
El endotelio vascular actualmente es considerado un receptor de estímulos físicos y
químicos que responde liberando diferentes agentes vasoactivos, que influyen en el
crecimiento y proliferación de las células de la pared vascular, contribuyendo a la
regulación del tono vascular.
Actualmente se sabe que las células endoteliales son sensibles a cambios hemodinámicos,
como la presión o las fuerzas de cizallamiento, a mensajeros químicos circulantes o
procedentes de células vecinas, que interaccionan con diferentes células y responden a estos
estímulos mediante la liberación de numerosos factores vasoactivos (Lüscher y Vanhoutte,
1990). El equilibrio que resulta de la acción de los factores endoteliales inductores de
vasoconstricción y proliferación celular (Ang-II, endotelina (ET), tromboxano A2 (TXA2),
aniónes superóxido, etc.) y los factores inductores de vasodilatación y “antiproliferación”
(óxido nítrico (NO), prostaciclina (PGI2), factor hiperpolarizante (EDHF), etc.) es esencial
para la homeostasis vascular (tabla 1).
III.a. Óxido Nítrico (NO)
Furchgott y Zawadzki descubrieron, en aorta de conejo, la existencia de un factor derivado
del endotelio inducido por acetilcolina (ACh), que producía la relajación de dicha arteria
(Furchgott y Zawadzki, 1980).
A esta sustancia o al conjunto de sustancias vasodilatadoras producidas por el endotelio se
les denominó EDRF (factor relajante derivado del endotelio). Posteriormente, Ignarro y col.
(1987), Palmer y col. (1987) y Furchgott (1988), de manera independiente, demostraron
que las acciones fisiológicas y farmacológicas del EDRF podrían ser atribuidas al NO.
Actualmente, se sabe que el NO es uno de los principales mediadores celulares endógenos,
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ya que presenta propiedades vasodilatadoras, antiagregantes y antiproliferativas (Hampl y
Herget, 2000).
El NO es un gas que atraviesa las membranas celulares y difunde a las células adyacentes.
Como además es un radical libre muy inestable que reacciona rápidamente con el oxígeno
para formar nitrito, tiene una vida media muy corta, del orden de unos pocos segundos, lo
que condiciona que su función como mediador de comunicación intercelular sea de tipo
paracrino y autocrino.
La síntesis de NO es llevada a cabo por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) (Moncada y
Higgs, 1991), de la cual existen dos isoformas constitutivas denominadas eNOS o
endotelial presente principalmente en las células endoteliales (Pollock y col., 1992) y nNOS
o neuronal presente principalmente en neuronas (Bredt y col., 1990), que son dependientes
de Ca2+ y de calmodulina. Además, existe otra isoforma inducible denominada iNOS
presente en distintos tipos celulares (Pollock y col., 1995), que es independiente de Ca2+ y
de calmodulina.
- regulación de eNOS
eNOS, está presente en células vasculares endoteliales (Aldreton y col, 2001), unida
específicamente a membranas en las caveolas (Michel y Feron, 1997). Su actividad es muy
sensible a la concentración de Ca2+, que es considerado como el estímulo más importante
de la actividad de la eNOS. Así, sustancias vasoactivas dependientes de endotelio, como es
el caso de la ACh, que se une a receptores de membrana acoplados a proteína G u otros
estímulos que proporcionan también el incremento de [Ca2+]i activarían la eNOS (Schulz y
col., 1992). Pero existen otros mecanismos adicionales que regulan la actividad de la
eNOS como los procesos de fosforilación y desfosforilación de distintos aminoácidos
(Govers y Rabelink, 2001).
- regulación de la nNOS
nNOS, enzima citosólica dependiente de Ca2+, presente principalmente en el sistema
nervioso central y periférico (Alderton y col, 2001), cataliza la liberación de NO que
desempeña el papel de neurotrasmisor (Wiklund y col., 1997). Se ha descrito la existencia
de NO en terminaciones nerviosas que rodean distintos lechos vasculares como en la arteria
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mesentérica (Yoshida y col., 1994; Marín y Balfagón, 1998) y cuya liberación participa
también en la modulación del tono vascular.
- regulación de la iNOS
iNOS, enzima que puede expresarse en procesos inflamatorios en macrófagos y células
musculares lisas. Su activación requiere los mismos cofactores que la eNOS y nNOS, con
la diferencia de que, puede actuar a concentraciones de calcio más bajas que las anteriores
isoformas (Hobbs y col., 1999). Aunque es independiente de Ca2+ contiene un sitio de
unión especifico a la calmodulina, diversas citoquinas y endotoxinas que mediante la
activación de distintos factores nucleares como NF-κβ, son capaces de estimular la síntesis
de novo de la enzima (Sheehan y col., 2002). En situaciones patológicas se libera grandes
cantidades de NO a partir de células endoteliales (Radomski y col., 1990) y del músculo
liso (Fleming y col., 1991).
Dichas isoformas contienen FMN (flavín mononucleótido), FAD (flavín adenina
dinucleótido), calmodulina, grupo hemo y tetrahidrobiopterina (BH4) como grupos
prostéticos (Bredt y col., 1990) (fig.3).
La producción de NO, proviene de la oxidación enzimática de cinco electrones de un N-
guanidino del aminoácido L-arginina, por la acción de la NO sintasa (NOS), utilizando
como donador de electrones el nucleótido NADPH (Palmer y Moncada, 1989):
L-Arginina + O2 → L-Citrulina + NO
Figura 3: Dominios catalíticos de la óxido nítrico sintasa.
Introducción
17
La enzima puede ser inhibida por competición de análogos de la L-arginina como Nω-
monometil-L-arginina (L-NMMA) o Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME).
Mecanismo de acción del NO
El NO liberado por el endotelio difunde fácilmente a las células musculares adyacentes,
dónde produce vasodilatación mediada por el incremento del GMPc (Ignarro y Kadowitz,
1985). El GMPc se produce a partir del guanosín trifosfato (GTP), gracias a la activación de
la guanilato ciclasa (GC) debido a la unión covalente, de alta afinidad, del grupo hemo con
NO.
El GMPc, activa la proteína quinasa dependiente de GMPc (PKG) que, mediante la
fosforilación de residuos de serina y treonina puede activar o inhibir la función de distintas
proteínas que en conjunto disminuyen la [Ca2+]i y producen la relajación de la fibra (fig.4) a
través de distintos mecanismos:
a) Activación de la Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplasmático introduciendo Ca2+ al interior
del retículo (Cohen y col., 1999).
b) La regulación en la fosforilación y activación de la Ca2+-ATPasa de la membrana
plasmática, liberando Ca2+ al exterior de la célula (Barnes y Liu, 1995).
c) Cierre de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de la membrana plasmática (Ruiz-
Velasco y col., 1998).
d) Inhibición de la liberación de Ca2+ del retículo inducida por IP3 inhibiendo sus receptores
mediante fosforilación (Hirata y col., 1990).
e) Activación de la ATPasa Na+/K+ (Rapoport y col., 1985).
f) Activación de canales de K+ dependientes de Ca2+ (Robertson y col., 1993).
g) Estimulación del intercambiador Na+/ Ca2+ (Furukawa y col., 1991).
Asimismo el NO también puede producir hiperpolarización del músculo liso vascular
mediante la activación directa de canales de K+ dependientes de Ca2+ (Bolotina y col.,
1994).
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Figura 4: Esquema de los mecanismos que participan en la vasodilatación inducida por el NO/GMPc.
Tradicionalmente, se ha descrito que el GMPc induce relajación por mecanismos
independientes de los cambios en la [Ca2+]i intracelular y relacionados con una reducción
directa de la sensibilidad al Ca2+ del aparato contráctil e impidiendo la fosforilación de la
miosina (McDaniel y col., 1992).
III.b. Prostanoides
Los prostanoides son mediadores celulares sintetizados a partir del ácido araquidónico
(AA) por activación de la ciclooxigenasa (COX) (Vane y col., 1998) (fig.5).
Actualmente se sabe que existen dos isoformas de la enzima COX (COX-1 y COX-2) que
están codificadas por distintos genes y se encuentran asociadas a la cara luminal del retículo
endoplásmico y a la membrana nuclear (Romano y Claria, 2003; Trifan y Hla, 2003).
Ambas poseen una estructura tridimensional similar y que se encuentran orientadas de tal
forma que metabolizan instantáneamente el AA liberado (Morita y col., 1995):
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La COX-1 se expresa de forma constitutiva en multitud de tejidos y células del organismo
(O’Neill y col., 1994) y aunque la expresión de COX-1 es constitutiva en la mayoría de
tejidos, se ha descrito la expresión inducible del gen de COX-1 en varios tipos celulares,
bajo diferentes estímulos (Tanabe y Tohnai, 2002; Ramsay y cols., 2003). Interviene en la
producción de prostaglandinas (PG) que regulan distintas funciones fisiológicas, como la
activación o agregación plaquetaria y la función renal (Merlie y col., 1988; Funk y col.,
1991).
La COX-2 se expresa en numerosos tipos celulares en respuesta a estímulos inflamatorios
como LPS o citoquinas como la IL-1β; sin embargo, se ha demostrado también que se
expresa constitutivamente en determinadas zonas del cerebro y del riñón (Vane y col.,
1998) y vasos sanguíneos. La COX-2 se expresa en células endoteliales, musculares lisas y
fibroblastos, su actividad y expresión está modulada por diferentes estímulos motogénicos
y proinflamatorios (Briones y col., 2005; Kulmacz y Wang, 1995).
La COX posee dos actividades catalíticas, una ciclooxigenasa, que incorpora dos moléculas
de O2 al AA formando PGG2, y otra peroxidasa, que cataliza la reducción de PGG2 a PGH2
(Davidge, 2001). Los prostanoides bioactivos PGE2, PGF2α y PGD2, TXA2 y PGI2 se
forman por acción de sus correspondientes sintasas y actúan de manera autocrina y
paracrina, activando sus receptores específicos produciendo efectos frecuentemente
opuestos dentro de una misma célula (fig.5). La activación de estos receptores acoplados a
proteínas G heterotriméricas modula el nivel intracelular de segundos mensajeros como
AMPc o IP3.
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Figura 5: Formación de distintos prostanoides a partir del ácido araquidónico por la acción de COX-
1/2. Se indican los efectos vasomotores que producen a través de la activación de sus receptores específicos
(IP, TP, DP, EP y FP).
-Prostaciclina (PGI2)
En los vasos sanguíneos, la PGI2 sintasa es la responsable de la producción de PGI2 (Vane
y col., 1998), vasodilatadora y antiagregante (Higgs y Moncada, 1983), ésta es muy
inestable y se degrada espontáneamente en su metabolito estable 6-keto-PGF1α. La PGI2 a
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bajas concentraciones activa su receptor específico IP y produce efecto vasodilatador
(Williams y col., 1994) al reducir la [Ca2+]i en las células musculares por acción de AMPc
tras la activación de la adenilato ciclasa (AC). El AMPc induce la fosforilación de la
proteína quinasa A (PKA) que causa la inhibición de los procesos contráctiles dependientes
de Ca2+-calmodulina (Hathaway y col., 1981) inhibiendo la liberación de Ca2+ del retículo
por fosforilación del receptor del IP3. La PGI2 también produce vasodilatación al activar sus
receptores específicos IP (Adie y col., 1992) localizados en las células endoteliales en las
que induce la liberación de NO (Ray y Marshall, 2006). Los receptores IP, que
normalmente activan las proteínas Gs, pueden activar también las proteínas Gq y Gi
dependiendo del tipo celular (Schwaner y col., 1995) produciendo vasoconstricción (fig.6).
A concentraciones elevadas, la PGI2 puede activar los receptores TP y producir
vasoconstricción (Blanco-Rivero y col., 2005b). La PGI2 tiene un papel cardioprotector
importante en relación con aterogénesis y la enfermedad cardíaca pues entre otros efectos
disminuye la síntesis de colesterol y reduce la actividad de los receptores LDL en
leucocitos (Krone y col., 1988) y promueve hidrólisis de los ésteres de colesterol (Morishita
y col., 1990). También se ha descrito que, análogos de la PGI2 inhiben la progresión de la
aterosclerosis en aorta de hamsters (Kowala y col., 1993) y conejos (Braun y col., 1993).
Los principales factores que estimulan la síntesis y liberación de PGI2 son la A-II, la ACh o
la Bk (bradikinina), y productos liberados de las plaquetas como la 5-HT, la interleuquina-1
y el PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas) (Mitchell y col., 1992).
También se ha descrito que el NO (Mollace y col., 2005), especies reactivas de oxígeno
(Bachschmid y col., 2005) y los propios prostanoides (Catella-Lawson y Crofford, 2001;
Mukherjee y col., 2001) están regulando la síntesis de PGI2, mostrando la interacción entre
distintos mediadores celulares.
- Tromboxano A2 (TXA2)
El TXA2 es el resultado de la transformación del derivado del AA, la PGH2, por la acción
de la enzima TXA2 sintasa. Se ha descrito que el TXA2 es uno de los prostanoides
vasoconstrictores más importantes producidos por la pared vascular, actúa estimulando la
agregación plaquetaria, la contracción de las células musculares (Buzzard y col., 1993) y
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regulando procesos de migración de las células endoteliales, angiogénesis y metástasis de
tumores (Nie y col., 2000).
Se ha descrito que tanto las células endoteliales (Buzzard y col., 1993; Srisawat y col.,
2003) como las musculares lisas (Gonzales y col., 2005; Blanco-Rivero y col., 2006a)
sintetizan TXA2. La síntesis de TXA2 se ve incrementada en una variedad de alteraciones
cardiovasculares, en las cuales se ve implicado como un importante mediador celular
(Fitzgerald y col., 1987). Participa en la disfunción endotelial asociada a diferentes factores
de riesgo cardiovasculares como la diabetes e hipertensión (Shimokawa, 1998; Matz y col.,
2000). La inhibición de su síntesis por aspirina ha sido asociada con el descenso de
mortalidad causado por enfermedades cardiovasculares (Fitzgerald y col., 1987).
El TXA2 ejerce sus acciones a través de su receptor específico, denominado TP, del cual se
conocen dos isoformas distintas denominadas α y β, que se distinguen en el extremo
carboxi-terminal localizado en el interior de la célula. El hecho de que existan estas
isoformas explica las múltiples vías de transducción de señales activadas por este receptor a
través de distintas proteínas G (Narumiya y col., 1999) (fig.6). Así pues, al unirse el TXA2
a su receptor TP y activar Gq induce la vasoconstricción del músculo liso vascular al
aumentar los niveles intracelulares de Ca2+ (Mayeux y col., 1989) y activar la PKC; a su
vez la PKC activaría la serin/treonin quinasa c-Raf que desencadenará la vía de
señalización de ERK1/2 (Hagemann y Rapp, 1999). También se ha descrito que la
activación de los receptores TP pueden estar acoplados a proteinas Gs que, mediante el
incremento de AMPc, son capaces de activar las ERK en este caso parcialmente
dependientes de PKA (Miggin y Kinsella, 2002).
La liberación de TXA2 y otras PGs vasoconstrictoras puede ser estimulada por distintos
agentes vasoconstrictores como la ET, la 5-HT, la NA y la A-II, así como por agentes
vasodilatadores como la ACh o por acciones mecánicas sobre las células endoteliales
(Manabí y col., 1989; Taddei y Vanhoutte, 1993).
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- Prostaglandina E2 (PGE2)
La PGE2 es el resultado de la transformación del derivado del AA, la PGH2, por la acción
de la enzima PGE sintasa, la cual posee dos isoformas una microsomal (mPGES) que a
menudo está acoplada a COX-2 para retrasar o sostener la producción de PGE2 (Murakami
y col., 2000) y una citosólica (cPGES) que se encontró acoplada a COX-1 para la
producción inmediata de PGE2 (Tanioka y col., 2000).
Es un prostanoide que ejerce su efecto sobre sus receptores específicos EP1, EP2, EP3 y EP4.
El receptor EP1 posee efecto contráctil y actúa activando la proteína Gq aumentando así la
[Ca2+]i e influyendo en el recambio del fosfatidilinositol (Funk y col., 1993). El receptor
EP3 disminuye la concentración de AMPc vía proteína Gi produciendo vasoconstricción.
Algunos estudios relacionan la activación de este receptor en el SNC con la respuesta febril
(Coleman y col., 1994). La activación de los receptores EP2 y EP4 producen efecto
vasodilatador y antiagregante activando la proteína GS, que estimula la producción de
cAMP por la AC (Coleman y col., 1994) (fig.6).
Adicionalmente la PGE2 también puede actuar sobre los receptores TP (Gluais y col., 2006;
Bos y col., 2004) y producir vasoconstricción.
- Prostaglandina F2α (PGF2α)
La hipoxia (Arnould y col., 2001) y el estrés oxidativo elevado (Mervaala y col., 2001)
aumentan la producción de PGF2α y su transformación a isoprostanos, que además de
participar en la regulación del tono vascular ejercen un efecto hipertrófico sobre las células
musculares lisas (Dorn y col., 1992; Yura y col., 1999). La PGF2α se produce por la acción
de la PGF2α sintasa sobre la PGH2, se sintetiza en el endotelio y actúa directamente sobre el
músculo liso vascular incrementando la [Ca2+]i (Murata y col., 1993) o activando canales de
Cl- (Jiang y col., 2003). Adicionalmente la PGF2α puede potenciar la respuesta a otros
vasoconstrictores endógenos (Rapoport, 1993) regula el tono del músculo liso vascular (De
Moraes y col., 1997). Estos efectos son mediados por dos subtipos de receptores, FPA y FPB
(Srinivasan y col., 2002) acoplados a proteínas Gq; también existen agonistas que
comparten los receptores TP del TXA2 (Cracowski y col., 2002) (fig.6).
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Figura 6: Síntesis y mecanismos de acción de los prostanoides.
III.c. Especies Reactivas de Oxígeno (ROS)
La generación de especies reactivas de oxígeno, está asociada al metabolismo normal de
todas las células (Li y col., 1997). Sin embargo, el estrés oxidativo ha sido identificado
como un factor patogénico en enfermedades cardiovasculares, como la hipertensión, la
diabetes y la hipercolesterolemia (Cai y Harrison, 2000; Wolin, 2000).
En las membranas celulares realizan su función diversas enzimas que utilizan el oxígeno
como aceptor de electrones y, consecuentemente, llevan a la formación del anión
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superóxido (O2.-) que se produce por la reducción de una molécula de O2. Los aniones
superóxido pueden ejercer su acción directamente sobre el sistema vascular o sirviendo de
sustrato para la formación de otras ROS. A partir del O2.- se forman el resto de especies
reactivas de oxígeno:
O2 e- O2.- e- H2O2 e- OH- e- H2O
Como especies reactivas de oxígeno se incluyen los aniones superóxido (O2.ˉ), el peróxido
de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH-). Estos compuestos poseen un electrón
desapareado, situación que les confiere una alta capacidad de reacción.
El NO tiene un electrón desapareado, por lo que puede reaccionar con moléculas con un
electrón desapareado (como es el anión superóxido), eliminándolo. De esta manera se
produce una reacción químicamente espontánea e irreversible (Wolin, 2000):
NO + O2.ˉ  ONOOˉ
Cuando el O2.- inactiva al NO, dificulta la vasorrelajación e induce apoptosis en las células
endoteliales, provocando un fallo en la continuidad del endotelio que favorece la aparición
de fenómenos trombóticos promoviendo la adhesión de diferentes células al endotelio.
Adicionalmente, el producto de la reacción, el peroxinitrito, es un fuerte oxidante con
importantes efectos biológicos como nitrosilación de proteínas (Munzel y col., 1997).
El mantenimiento de los niveles de ROS depende tanto de su producción como de su
eliminación. Por tanto, existen distintos sistemas, enzimáticos y no enzimáticos, encargados
de eliminar los radicales libres producidos en exceso. Así, la superóxido dismutasa (SOD) a
partir de O2.- produce H2O2, eliminado los aniones superóxido del medio y evitando así la
formación de peroxinitrito (Fridovich, 1997):
NO + O2.-  ONOOˉ
SOD
H2O2 H2O
Catalasa
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A su vez, el H2O2 es eliminado por la acción de la catalasa y/o de la glutatión peroxidasa
(GSH) que reducen el H2O2 a H2O (Dhalla y col., 2000). El H2O2 estimula la migración y
proliferación de células endoteliales favoreciendo la angiogénesis (Taniyama y Griendling,
2003).
Adicionalmente, el O2.- y el H2O2 pueden regular la actividad de las metaloproteasas de la
matriz del músculo liso vascular que degradan los proteoglicanos y el colágeno,
produciendo cambios en la estructura vascular (Wolin, 2000). Bajos niveles de especies
reactivas de oxígeno, estimula el crecimiento celular, por el contrario, se ha demostrado que
altos niveles de especies reactivas de oxígeno inducen apoptosis (Luczak y col., 2004).
Además de los cambios sobre estructura y del crecimiento vascular, las especies reactivas
de oxigeno son capaces de modular las respuestas contráctiles. De hecho el O2.- y H2O2
estimulan la contracción tras movilizar el Ca2+ almacenado en los depósitos intracelulares y
activar el intercambiador Na+ /H+ (Touyz, 2000). Sin embargo, en otras condiciones el
peroxinitrito y el H2O2 producen vasodilatación (Martín y col., 2005).
III.d. Otros reguladores del tono vascular
- Factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (EDHF)
El endotelio libera otra sustancia que induce relajación mediante hiperpolarización de la
membrana muscular, llamada factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (Komori y
Suzuki, 1987). Se ha sugerido que se trata de un metabolito lábil del ácido araquidónico en
el cual parece estar implicado la vía del citocromo P450 (Campbell y col., 1996), mientras
que otros autores sugieren que se trata del K+ (Edwards y col., 1998), y/o peróxido de
hidrógeno (Feletou y Vanhoutte, 2006). La hiperpolarización y relajación inducida por el
EDHF parece ser debida a un incremento en la conductancia del K+ en la membrana del
músculo liso vascular, a través de los canales de K+ dependientes de Ca2+ y/o dependientes
de ATP (Gluais y col., 2005), dependiendo del lecho vascular.
La contribución del EDHF a la relajación dependiente de endotelio varía en función de la
arteria estudiada. Este factor actúa fundamentalmente en vasos de resistencia, por lo que
parece jugar un papel importante en la regulación local de las resistencias periféricas
vasculares (García-Pascual y col., 1996). Además, diversos estudios sugieren que el EDHF
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participa de manera especialmente importante en la respuesta a agentes vasodialatadores
dependientes de endotelio en la circulación coronaria y en la mesentérica (Vázquez-Pérez y
col., 2001). Adicionalmente su participación se ve modificada en situaciones
fisiopatológicas en las que se produce la disminución de otros factores endoteliales como el
NO (Sunano y Sekiguchi, 2003).
- Endotelina (ET)
Es un péptido vasoconstrictor que contribuye a la regulación del tono vascular y
proliferación celular. Se conocen tres isoformas ET-1, ET-2 y ET-3, diferenciándose en su
potencia de acción vasoconstrictora (Yanagisawa y Masaki, 1989). La ET-1 se sintetiza
tanto en condiciones basales como en respuesta a estimulación mecánica, química y
humoral, y actúa a través de receptores específicos, de los cuales se han descrito dos
subtipos, localizados en células del músculo liso vascular (ETA) y en las células
endoteliales (ETB) (Patocka y col., 2005).
La activación de los receptores ETA acoplado a PLC en el músculo liso induce la formación
de IP3 y de DAG que aumenta la [Ca2+]i y la actividad de la proteína quinasa C (PKC).
Como consecuencia se produce vasoconstricción y, a largo plazo, proliferación celular
(Patocka y col., 2005). Por otra parte, la estimulación de los receptores ETB endoteliales
produce la liberación de NO y PGI2 (Patocka y col., 2005).
- Angiotensina II (Ang II)
La Ang II juega un importante papel en la regulación de las funciones renales, vasculares y
cardíacas. Sus funciones principales se vinculan a la modulación de la trasmisión sináptica,
estimulación de secreción de la vasopresina, vasoconstricción, estimulación de la secreción
de aldosterona por la corteza suprarrenal, y acción mitogénica. Modula la excreción renal
de Na+, y la contracción y relajación miocárdica y el tono vascular (Touyz y Schiffrin,
2000). De esta forma es un factor regulador muy importante de la integridad anátomica-
funcional de la pared arterial y en procesos que modulan la presión arterial. Las múltiples
acciones de la Ang II están mediadas por complejos sistemas de señalización que son
activados por la unión hormona-receptor.
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La Ang II tiene dos tipos de receptores, AT1 y AT2 (de Gasparo y col., 1990). El AT1 posee
siete dominios transmembrana, del tipo acoplado a una proteína G que interviene en
múltiples rutas de señalización intracelulares que comprenden al Ca2+, fosfolípidos,
quinasas y radicales libres de oxígeno. El receptor AT2 contiene siete dominios
transmembrana unidos a proteínas G heterotriméricas (Allen y cols., 2000) y posee un 37%
de homología con el receptor AT1. Los AT1 se encuentran en las glándulas suprarrenales,
en el cerebro, en el riñón, en el músculo liso vascular y en el corazón, mientras que los
receptores AT2 se encuentran en grandes cantidades en los tejidos fetales pero su presencia
disminuye después del nacimiento, lo que sugiere un importante papel de estos receptores
en el desarrollo embrionario. Los receptores AT2 juegan un papel importante el la
inhibición del crecimiento y diferenciación de las células musculares lisas durante la
gestación, influyendo en la estructura y función de los lechos vasculares (Touyz y Schiffrin,
2000). En la aparición de diversas enfermedades cardiovasculares el receptor AT2 se
reexpresa produciendo remodelización vascular (Horiuchi y cols., 1999).
La Ang II a través de su receptor AT1 estimula la hidrólisis del PIP2 por la PLC
produciendo un aumento en la formación de IP3 y DAG (Ishizaka y cols., 1998). El IP3
estimula la liberación de Ca2+ del retículo endoplasmático, aumentando la [Ca2+]i, y, por
tanto, provocando la contracción de las células del músculo. Por otro lado, el DAG estimula
la PKC, que se transloca a la membrana plasmática para fosforilar y activar proteínas que
intervienen en la contracción y el crecimiento celular. La PKC media también la
alcalinización intracelular del medio a través de la activación del intercambiador Na+/H+, el
intercambiador Na+/Ca2+ y la Na+/K+ ATPasa lo que también produce contracción muscular
debido al aumento de las concentraciones intracelulares de Na+ y Ca2+ y al aumento de la
sensibilidad de la maquinaria contráctil al Ca2+. La Ang II a través del receptor AT2 media
la activación de proteínas tirosín fosfatasas que van a inhibir el crecimiento celular a través
de la inhibición de MAPK (ERK). Aunque el mecanismo aún no está claro, AT2 media
vasodilatación a través de la liberación de NO y de nucleótidos cíclicos (Horiuchi y cols.,
1999) e induce la inhibición del crecimiento y proliferación del músculo liso vascular y
cardíaco (Henrion y col., 2001). La Ang II participa en el mantenimiento de la hipertensión
arterial mediante su efecto vasoconstrictor directo, activación del SN simpático,
incrementando la liberación de aldosterona y elevando la producción de aniones
superóxido, sobre todo en el endotelio y en la adventicia, por medio de la NADPH oxidasa
ligada a la membrana (Laursen y col., 1997).
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IV. HORMONAS SEXUALES
IV.a. Características generales.
Andrógenos
Los andrógenos inducen el desarrollo de los caracteres sexuales primarios en el embrión y
de los caracteres sexuales secundarios en la pubertad. Son los responsables del crecimiento
general y síntesis proteica que se refleja en los cambios del esqueleto y de la musculatura
característicos del hombre. Se sintetizan principalmente en las células de Leydig de los
testículos, en menor medida en la corteza adrenal de varones y en mujeres, en cantidades
mínimas, en el ovario. Al igual que el resto de las hormonas de naturaleza esteroide los
andrógenos se sintetizan a partir del colesterol (fig.7).
Figura 7: Ruta de síntesis de las hormonas sexuales (adaptado de http://www.fisterra.com).
Los andrógenos más importantes son la testosterona (fig.8), la androstenodiona y la
dehidroepiandrosterona, precursora del resto de andrógenos y también del estradiol.
Figura 8: Estructura de la testosterona.
La cantidad de testosterona es tan superior a las demás, que se puede considerar la hormona
testicular más importante, si bien la mayoría de ella se convierte en los tejidos efectores en
dihidrotestosterona (DHT), una hormona más activa, pues posee mayor afinidad por el
receptor androgénico intracelular (Guyton y Hall, 2006).
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Existe una fracción considerable de la testosterona producida que se fija a albúmina o a
globulinas de unión a hormonas sexuales para ser transportada por el torrente sanguíneo,
siendo mínima su concentración libre en suero. De esta forma se mantiene inactiva hasta la
unión con su receptor específico (Heinlein y Chang, 2002). Se desconocen los factores
responsables de esta transferencia, al igual que cómo provoca la célula la disociación del
complejo hormona-globulina, pero se cree que depende de la concentración plasmática de
la hormona (Heinlen y Chang, 2002). Una vez en la célula, la hormona se une a su receptor
individual, localizado en el citoplasma y/o en el núcleo, se induce una dimerización del
receptor y su consecuente activación (Wong y col., 1993).
Los receptores de andrógenos, al igual que los de otros receptores esteroideos están
compuestos de varios dominios funcionales (Evans, 1988) (fig.9):
1. El dominio regulador y fijador de los esteroides: se encuentra en el dominio C-terminal.
Tiene varios sitios de fosforilación y está comprometido en la activación del complejo
hormona-receptor.
2. El dominio de unión a DNA: se encuentra en la parte media y es esencial para la
activación de la transcripción. Esta porción es la responsable de controlar qué gen será
regulado por el receptor.
3. La región bisagra: se encuentra entre los dos dominios anteriores; contiene un área de
señal importante para el movimiento del receptor hacia el núcleo después de su síntesis en
el citoplasma. Es una región hidrofílica variable en los diferentes receptores.
Figura 9: Una región N-terminal hipervariable, que regula la actividad transcripcional, un
dominio central de unión a DNA (DBD) altamente conservado, una región bisagra, y un largo
dominio C-terminal, de unión a ligando. También se muestran los lugares de fosforilación, así
como las zonas de unión independiente del ligando (AF-1) y dependiente del ligando (AF-2).
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La interacción de las hormonas sexuales masculinas con los receptores androgénicos
producen efectos genómicos, entre los que, podemos encontrar la activación de MAPKs y
otros factores de transcripción que inducen el crecimiento y proliferación de distintas
células (Geraldes y col. 2002). También existen receptores androgénicos de membrana que
inducen efectos no genómicos ya que no son bloqueados por inhibidores de la transcripción
génica (Gerhard y Ganz, 1995; Farhat y col., 1996). Entre otros efectos encontramos un
incremento de [Ca2+]i debido a un aumento en la formación de IP3 (Estrada y col., 2000) o
la fosforilación de ERK1/2 (Estrada y col., 2003).
Estrógenos
Los estrógenos son los responsables de los caracteres secundarios femeninos y de los
cambios en la composición corporal. Los estrógenos secretados durante la primera mitad
del ciclo ovárico se encargan de la tarea crucial de preparar el tracto reproductor para
recibir y transportar gametos, a la vez que proporcionan un medio favorable para la
fecundación e implantación. Además de estas acciones específicas sobre el tracto
reproductor, actúan sobre distintos tejidos ya que modulan el metabolismo (al ser
anabolizantes), el equilibrio óseo, fragilidad capilar, valores plasmáticos de colesterol, etc.
Los ovarios, y en menor medida la corteza suprarrenal, constituyen la principal fuente de
estrógenos circulantes en mujeres premenopáusicas. Los estrógenos se forman a partir del
colesterol. En este proceso de síntesis la progesterona y la testosterona se sintetizan en
primer lugar, después en la fase folicular del ciclo ovárico, antes de que pueda abandonar
los ovarios, casi toda la testosterona y gran parte de la progesterona son convertidas en
estrógenos por las células granulosas. El principal producto secretor es el 17β-estradiol,
seguido por la estrona y el estriol (fig.10).
Figura 10: Estructura del 17 β-estradiol.
El estradiol secretado se oxida de manera reversible hasta generar estrona y esos dos
estrógenos pueden convertirse en estriol, transformaciones que ocurren principalmente en
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hígado. En varones y en mujeres postmenopáusicas, la principal fuente de estrógenos es el
estroma del tejido adiposo, donde se sintetiza estrona a partir de DHEA, secretada por la
corteza suprarrenal (Valle y col., 2006). De este modo, la concentración de estrógenos está
regulada en parte por la disponibilidad de precursores androgénicos (Mendelson y Simpson,
1987).
Al igual que los andrógenos la concentración de estradiol libre en plasma es baja, circula
unida a la globulina fijadora de 17β-estradiol (Anderson, 1974), también se une aunque con
menos afinidad a la albúmina, de esta manera el estradiol se mantiene inactivo hasta la
unión con su receptor. Existen dos subtipos de receptores estrogénicos, alfa (Green y col.,
1986) y beta (Kuiper y col., 1996). ERα se expresa en la mayoría de órganos femeninos
incluyendo los ovarios, las glándulas mamarias, el sistema cardiovascular y el cerebro. En
contraste, ERβ está altamente expresado en el ovario, y aunque está presente en menor
medida en otros tejidos, como en el vascular tanto en células endoteliales como musculares
lisas especialmente en hembras (Hodges y col., 2000).
Poseen la estructura típica de los receptores esteroideos mencionada anteriormente; un
dominio de unión a ADN, un dominio C-terminal o de unión al ligando y una región N-
terminal hipervariable. Estos receptores parecen encontrarse tanto en el citoplasma como en
el núcleo. Una vez unido el estrógeno a ellos, los complejos estrógeno-receptor se unen a
regiones específicas del ADN, como los ERE (estrogen-response elements), y modulan la
transcripción de diversos genes.
En los últimos años se ha demostrado que existe como en el caso de los andrógenos un
mecanismo de acción “no-genómico” porque no depende de la unión del complejo
estrógeno-receptor al ADN genómico. Este mecanismo está implicado en varias de las
acciones de los estrógenos a nivel de los tejidos no reproductivos, como la vasodilatación,
estimulación de la proliferación de osteoblastos, la producción de colágeno y disminución
de la resorción ósea. Esas acciones parecen depender de la fijación del estrógeno a una
variante de receptores estrogénicos unidos a la membrana celular (mER). Su activación
entre otros efectos puede aumentar la liberación de NO y GMPc (Russel y col., 2000)
produciendo vasodilatación o estimular la vía de la PKC (Le Mellay y col., 1997) que
controla multitud de respuestas celulares (fig.11).
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Figura 11: Mecanismo de acción de los estógenos. Mediante los mecanismos genómicos, los
estrógenos se unen a sus receptores ER situados en el citosol o núcleo de las células endoteliales, permitiento
la activación de MAPKs, incrementando la transcripción génica, la proliferación de células endoteliales, e
incrementando la síntesis de la eNOS. En los mecanismos no-genómicos, los estrógenos se unen a la sus ER
en la membrana de las células endoteliales e incrementan la liberación de Ca2+ del retículo endopásmico y
estimulan la vía de las MAPK/Akt, permitiendo la activación de la eNOS e incrementando la producción de
NO. Los ER pueden también inhibir la NADPH oxidasa, previniendo la formación de O2
.-. Del mismo modo,
los ER pueden activar la COX incrementando sus derivados.
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IV.b. Relación de las hormonas con la función vascular.
Se ha demostrado una relación entre los niveles de hormonas sexuales y aparición de
enfermedades cardiovasculares. La incidencia de las mismas es menor en mujeres
premenopáusicas que en hombres de la misma edad (Teede, 2007), igualándose en la
menopausia. Por todo ello tradicionalmente se ha atribuido un efecto deletéreo a los
andrógenos (Baker y col., 1978; Hutchison y col., 1997) y un efecto protector a los
estrógenos (Farhat y col., 1996; Joswig y col., 1999) sobre el sistema cardiovascular. Sin
embargo, recientemente el papel de los andrógenos en el sistema vascular está recibiendo
considerable interés (Sadrer y Celermajer, 2002) y existen evidencias experimentales y
clínicas que indican que los andrógenos poseen efectos beneficiosos sobre el sistema
cardiovascular en machos, semejantes a los descritos para los estrógenos en hembras (Jones
y col., 2004; Liu y col., 2003, Perusquia 2003, Littleton-Kearney y Hurn 2004).
Andrógenos
Los andrógenos y derivados androgénicos actúan sobre la pared arterial, y algunos de sus
efectos deletéreos están mediados por las modificaciones en el perfil lipídico
(incrementando LDL), en los mecanismos hemostáticos (agregación plaquetaria y actividad
fibrinolítica), y en la respuesta vasomotora (Hutchison y col, 1997).
Sin embargo, recientemente se ha puesto de manifiesto la relación entre
hipotestosteronemia e incidencia de enfermedades cardiovasculares como el infarto de
miocardio (Mitchell y col., 1994) y la cardiopatía isquémica (Sewdarsen y col., 1990). Por
otra parte, también se ha descrito que la administración a corto plazo de testosterona mejora
la resistencia cardíaca a isquemia por esfuerzo, sugiriendo la existencia de mecanismos
vasodilatadores inducidos por esta hormona (Rosano y col., 1999).
Se ha descrito la existencia de receptores de andrógenos tanto en células musculares lisas
como endoteliales, por lo que su activación influye en la función de estas células regulando
el tono vascular (Honda y col., 1999). La testosterona puede modular la contracción
inducida por diferentes agentes. Así, modula la respuesta vascular inducida por la
activación del receptor adrenérgico α2 a través de mecanismos dependientes e
independientes de endotelio (Blanco-Rivero y col., 2006a). También modula la contracción
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inducida por cloruro potásico, vasopresina y norepinefrina en arteria caudal (Barbagallo y
col., 1995), mesentérica (Martín y col., 2005) y aorta (Wang y col., 2002) de distintas
especies animales.
Paralelamente, la testosterona modula la respuesta vasodilatadora, pudiendo ejercer un
efecto vasodilatador directo en la aorta de rata la cual es parcialmente dependiente de
endotelio mediante el aumento de la liberación de NO (Costarella y col., 1996). Sin
embargo, existen estudios que demuestran que la relajación inducida por testosterona se
lleva a cabo hiperpolarizando la membrana de la célula muscular, ya que no se ve
modificada en presencia de inhibidores de la síntesis del NO o GC (Yue y col., 1995; Chou
y col., 1996). Por otra parte, la testosterona puede promover hiperpolarización dependiente
de endotelio de las células del músculo liso vascular, de forma dependiente de
concentración. Esta relajación se puede producir de forma tanto dependiente como
independiente de endotelio, e implica la acción de los canales de KCa y KATP (Honda y col.,
1999).
Adicionalmente a los efectos vasodilatadores directos de la testosterona, ésta modula la
respuesta a otros agentes vasodilatadores (Quan y col., 1999), tanto dependientes (Ferrer y
col., 1999) como independientes (Martín y col., 2005) de endotelio. Aunque existen
resultados contradictorios uno de los factores mejor estudiados ha sido el NO. Así, se ha
descrito que la testosterona y sus derivados aumentan (Liu y Dillon, 2002; Simoncini y col.,
2003) disminuyen (Chatrath y col., 2003; Mukherjee y col., 2001) o no modifican (Blanco-
Rivero y col., 2006a) la actividad eNOS. Respecto al efecto vasodilatador del NO, la
testosterona es capaz de aumentar la sensibilidad del músculo liso vascular al NO. Se ha
demostrado una disminución del efecto vasodilatador de la ACh en ratones feminizados, en
los que hay bajos niveles de testosterona (Jones y col., 2003), y un aumento de la respuesta
vasodilatadora a nitroglicerina cuando se administra de forma exógena (Kang y col., 2002).
Esta acción puede deberse a un aumento en los niveles de GMPc y/o actividad de la PKG
(Deenadayalu y col., 2001). También existen estudios en los que la sensibilidad del
músculo liso al NO no se modifica en aorta de machos castrados (Blanco-Rivero y col.,
2006b).
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Se ha comentado anteriormente el papel de las ROS en la regulación del tono vascular. En
este sentido, se ha descrito que el nivel de aniones superóxido es dependiente del género,
siendo mayor en machos que en hembras (Brandes y Muge, 1997), lo que podría estar
asociado a la mayor aparición de alteraciones vasculares en machos (Harrison, 1994;
Munzel y col., 1997). La mayoría de los estudios realizados sobre la formación de aniones
superóxido se han centrado en el papel de las hormonas femeninas (White y col., 2005), sin
embargo estudios más recientes han demostrado propiedades antioxidantes de los
andrógenos (Békési y col, 2000; Yorek y col., 2002).
En este sentido, estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación han
mostrado que, aunque la actividad de la Cu/Zn SOD es mayor en aortas de machos
castrados, existe una mayor producción de aniones superóxido en arterias de estos animales
(Blanco-Rivero y col., 2006b).
Como se ha descrito anteriormente las células endoteliales también liberan prostanoides
vasoconstrictores y vasodilatadores, originados por el metabolismo del ácido araquidónico
a través de la activación de la COX. Se ha descrito que la disminución de testosterona,
relacionada con la edad, aumenta la actividad de la COX-2 en diferentes tejidos (Stewart y
col., 2000; Chung y col., 2001).
También se ha comentado el papel funcional de los prostanoides en la regulación del tono
vascular, habiéndose descrito que uno de los prostanoides vasoconstrictores producidos por
la pared vascular que participa en la disfunción vascular asociada con diferentes factores de
riesgo cardiovascular es el TXA2 (Simionescu y col., 1983). Se ha descrito que el
tratamiento con testosterona reduce la liberación de TXA2 en aorta de ratas macho (Myers y
col., 1996), mientras que la deprivación de hormonas sexuales masculinas incrementa la
liberación de TXA2 (Blanco-Rivero y col., 2006a).
Atendiendo a la expresión de la TXA2 sintasa se ha descrito que la orquidectomía reduce
(Gonzales y col., 2005) o no modifica (Blanco-Rivero, 2006a) la expresión de la misma. A
cerca de los receptores TP, se ha descrito mediante experimentos de binding, que la
testosterona aumenta la expresión de los TP en diversos tipos celulares (Matsuda y col.,
1994) como células musculares lisas (Higashiura y col., 1997), y megacariocitos
(Higashiura y col., 1996).
Con respecto a la modulación por hormonas sexuales de la respuesta contráctil inducida por
el mimético del TXA2 (U-46619), se ha descrito que es mayor en machos que en hembras
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(Schror y col., 1996). Sin embargo, existe controversia sobre el efecto específico de las
hormonas sexuales masculinas. Así, experimentos de reactividad vascular han descrito que
la respuesta contráctil al análogo de TXA2 es similar en machos controles y en castrados,
demostrando que la sensibilidad al TXA2 no se ve modificada por orquidectomía, tanto en
arterias cerebrales (Gonzales y col., 2005) como en mesentérica (Blanco-Rivero y col.,
2006a) de rata, mientras que el tratamiento con testosterona aumenta la contracción al
mimético del TXA2 en arteria coronaria de cobaya (Schror y col., 1994). A pesar de los
múltiples estudios acerca de este prostanoide, es escasa y a veces contradictoria la
información disponible sobre el efecto de los andrógenos en la función vascular del TXA2
endógeno.
Por otra parte el papel en la función vascular de derivados de COX distintos al TXA2 como
la PGI2 y PGE2 que pueden actuar como vasoconstrictores bajo ciertas condiciones
patológicas, está siendo objeto de numerosos estudios (Rapoport y col., 1996; Blanco-
Rivero y col., 2007b; Gluais y col., 2006).
Se ha demostrado que los niveles de PGI2 están aumentados en pacientes con aterosclerosis
(Fitzgerald y col., 1987) y en hipertensión (Blanco-Rivero y col., 2005b). La PGI2 posee un
efecto vasodilatador a bajas concentraciones, mientras que a elevadas concentraciones el
efecto es vasoconstrictor ya que activa receptores TP (Williams y col., 1994; Blanco-Rivero
y col., 2005b). Respecto a la influencia de las hormonas sexuales masculinas se ha descrito
que la testosterona disminuye la síntesis de PGI2 tanto en segmentos de aorta de ratas
hembras (Wakasugi y col., 1989) como en cultivos de células musculares lisas de aorta
(Nakao y col., 1981) sin embargo otros estudios publican que la pérdida de hormonas
sexuales masculinas produce disminución de PGI2 en aorta de rata (Cignarella y col.,
2000a).
Respecto a la PGE2 los resultados son escasos y contradictorios. Se ha descrito que el
tratamiento con testosterona reduce la liberación de PGE2 en células endoteliales de aorta
de rata (Myers y col., 1996), del mismo modo se ha publicado que la orquidectomía
incrementaba la liberación de PGE2 y la expresión de la PGE2 sintasa microsomal en ratas
hipertensas (Sullivan y col., 2005). Por el contrario, también se ha descrito que el
tratamiento con testosterona incrementa la liberación de PGE2 en vasos deferentes de rata
(Saito y col., 1986), en células endoteliales de aorta de cerdo (Seillan y col., 1983) y en
arterias cerebrales de rata (Razmara y col., 2005).
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La información acerca de influencia de las hormonas sexuales masculinas sobre la PGF2α es
escasa. Se ha publicado que la testosterona incrementa la liberación de PGF2α en células
endoteliales de aorta de cerdo sólo en hembras (Seillan y col., 1983) o la disminuye en
hipotálamo (Gecse y col., 1981). Respeto a su efecto vasomotor se ha descrito que la
testosterona incrementa la respuesta contráctil en aortas de hembras (Maddox y col., 1987).
Estos datos, ponen de manifiesto la diversidad de resultados encontrados acerca del efecto
de los andrógenos sobre la síntesis y función de los prostanoides. Probablemente esta
situación sea debida a diferencias en los modelos y condiciones experimentales utilizados
por lo que sería interesante el estudio sistemático de la posible influencia de las hormonas
sexuales sobre la liberación y función de los prostanoides.
Experimentos previos, realizados por nuestro grupo de investigación, han puesto de
manifiesto que la relajación inducida por ACh es mayor en aortas procedentes de machos
castrados que en controles, como consecuencia de la mayor producción de O2.- que activan
KCa (Ferrer y col., 1999). Más recientemente, se ha demostrado que la liberación de NO
endotelial y la expresión de eNOS en aorta de rata no está modificada por la orquidectomía
(Blanco-Rivero y col., 2006b). Puesto que las ROS pueden activar COX-2 y teniendo en
cuenta que en nuestro modelo experimental, la orquidectomía produce un incremento en la
formación de aniones superóxido (Blanco-Rivero y col., 2006b; Martín y col., 2005) sería
interesante analizar la influencia de las hormonas sexuales sobre la producción de derivados
de COX-2.
Por otra parte, se ha descrito que el NO modula la síntesis de distintos prostanoides
(Mollace y col., 2005). Sin embargo la información del efecto de los prostanoides sobre la
síntesis de NO es prácticamente inexistente.
Por todo ello, respecto a las hormonas sexuales masculinas, nuestro objetivo es analizar la
influencia de dichas hormonas sobre:
- la síntesis y el efecto vasomotor de distintos prostanoides
- la participación de los distintos prostanoides en la respuesta inducida por ACh
- la interacción de los distintos prostanoides con la liberación de NO endotelial.
Introducción
39
Estrógenos
Se ha considerado a los estrógenos como una hormona vasoprotectora puesto que el inicio
de la menopausia está asociado a la aparición de alteraciones cardiovasculares (Farhat y
col., 1996). Los estrógenos poseen propiedades cardioprotectoras que resultan de una gran
variedad de acciones entre las que se incluyen modulación del metabolismo lipídico,
expresión de moléculas de adhesión leucocitaria y migración de VSMCs en la pared
vascular (Bush y col., 1987, Schnaper y col., 2000).
Existen evidencias experimentales de que los estrógenos disminuyen la progresión de
placas de ateroma atribuido en parte al bloqueo de los receptores para la LDL o a la
degradación de los mismos a nivel intracelular. Por otro lado, la inhibición de la
aterogénesis viene ligada a un incremento de los receptores de HDL y al bloqueo de la
adherencia leucocitaria, adhesividad plaquetaria o los factores de crecimiento del endotelio
vascular y el proceso inflamatorio (Cheng y col., 1991).
Estudios experimentales básicos y clínicos han puesto de manifiesto la acción local de los
estrógenos en la pared vascular (White y col., 1995) a través de mecanismos genómicos
como el aumento de la expresión o actividad de la eNOS (Adams y col., 1989) estimulando
de este modo la producción de NO por el endotelio contribuyendo a los efectos
beneficiosos de los estrógenos en el sistema cardiovascular (Momoi y col., 2003, Fletcher y
Colditz, 2002). También modularían el número y la sensibilidad de los receptores
muscarínicos presentes en las células musculares y endoteliales (Gisclard y col., 1988) y/o
inhibirían otros mecanismos vasoconstrictores (Reis y col., 1994). Sin embargo, también
existen estudios que describen que los estrógenos no modifican la expresión y activación de
la eNOS (Nawate y col., 2005).
Paralelamente a los andrógenos, los estrógenos también presentan a niveles fisiológicos
efectos “no genómicos” que producen vasodilatación activando eNOS y la PGI2 sintasa,
regulando también de este modo el tono vascular (Chambliss y col., 2000; Hermenegildo y
col., 2006). El 17β-estradiol produce un efecto vasodilatador directo independiente de
endotelio inhibiendo los canales de Ca2+ dependientes de voltaje en las células musculares
lisas disminuyendo así el flujo de Ca2+ (Jiang y col., 1991; Valverde y col., 1999; Perusquia
y Navarrete, 2005).
Los estrógenos producen efectos sobre el sistema simpático dónde pueden inhibir la síntesis
de catecolaminas, incrementar la densidad de los receptores androgénicos α2 (Du y col.,
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1994), la afinidad de los α1 (Colucci y col., 1982) y activar los receptores β-adrenérgicos
(Ferrer y col., 1996).
Asimismo el 17β-estradiol modula la contracción inducida por distintos agentes vasoactivos
como la vasopresina (Stallone y col., 1991), Ang II (Proudler y col., 1995) o en menor
medida la ET (Shay y col., 1993; Nilsson y Gustafsson, 2000). La administración exógena
de estrógenos pueden producir vasoconstricción aumentando la síntesis de aniones
superóxido en arterias coronarias (White y col., 2005) e incrementando la sensibilidad de
algunos prostanoides contráctiles (Miller y Vanhoutte, 1990).
Los estrógenos poseen un efecto antioxidante ya que con la edad y la pérdida de hormonas
sexuales aumenta el estrés oxidativo. En este sentido se ha descrito que la ausencia de
hormonas sexuales femeninas produce un aumento en la generación de aniones superóxido
(Zhang y col., 2007) y que existe una mayor actividad de enzimas detoxificantes como la
SOD (Sagredo y col., 2008) para intentar eliminar ese aumento.
Se ha descrito que las hormonas sexuales femeninas pueden ejercer un efecto directo no-
genómico en aorta de rata que conlleva la activación de la COX, aumentando la liberación
de los prostanoides derivados de ella (Selles y col., 2005). También se ha descrito que los
estrógenos inducen la expresión de COX-2 en cultivos de células endoteliales humanas
(Pedram y col., 2002; Akarasereenont y col., 2000).
En cuanto a los prostanoides derivados de COX, se ha descrito que las hormonas sexuales
femeninas incrementan la liberación de TXA2 en aorta de rata (Selles y col., 2005) o en
cultivos de células endoteliales (Witter y col., 1984) y musculares lisas (Chang y col.,
1980) de rata o no modificarla (Cignarella y col., 2000b). El incremento de la reactividad
de las células musculares a los prostanoides vasocontráctiles en hembras puede deberse a
que esté incrementada la expresión y/o actividad de las enzimas como COX y/o TXS (Li y
col., 2002) que median la formación de estos vasoconstrictores locales, y/o al incremento
de la expresión de los receptores y/o mediadores intracelulares. Estudios previos
demuestran que los estrógenos pueden incrementar la expresión o afinidad de los receptores
TP en aorta de rata (Li y col., 2002; Matsuda y col., 1995). Sin embargo, con respecto al
efecto contráctil del TXA2 los resultados obtenidos son contradictorios, ya que la pérdida
de hormonas sexuales femeninas no produce diferencias en la contracción al mimético del
TXA2, U-46619, en arterias cerebrales de rata (Momoi y col., 2003), la incrementa en
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mesentérica (Davidge y Zang, 1998) y la reduce en pulmón y aorta de rata (Farhat y
Ramwell, 1992; Li y Stallone, 2005).
Respecto a la influencia de las hormonas sexuales femeninas sobre la PGI2 también existe
controversia, ya que se ha descrito que los estrógenos incrementan (Myers y col., 1996),
disminuyen (Lennon y Poyser, 1987) o no modifican (Lennon y col., 1988; Maugeri y col.,
1989) la liberación de PGI2.
Con respecto al efecto de los estrógenos sobre la expresión de la PGI2 sintasa también
existen resultados contradictorios. Se ha descrito que el tratamiento con estrógenos en ratas
ovariectomizadas incrementa su síntesis en arterias cerebrales (Duckles y Krause, 2007;
Ospina y col., 2002), no la modifica en arterias uterinas (Wu y col., 1999) ni coronarias
ovinas (Rupnow y col., 2002) o la reduce en aorta de ratas macho (Myers y col., 1996).
Respecto a la respuesta vascular a PGI2 se ha descrito que el tratamiento con estrógenos
puede incrementarla en aorta de conejo (Miller y Vanhoutte, 1990). En los estudios en los
que se observa que los estrógenos aumentan la liberación de PGI2 (Osphina y col., 2003;
Selles y col., 2005; Karpati y col., 1980) este resultado puede ir asociado a un aumento
(Korita y col., 2004) o no modificación (Myers y col., 1996) en la expresión de PGI2
sintasa.
Atendiendo al prostanoide PGE2 se ha descrito que en ausencia de hormonas sexuales
femeninas se puede producir un incremento de la liberación de PGE2 en aorta de rata
(Zamorano y col., 1995). Sin embargo, la estimulación con estrógenos no produce
diferencias en la síntesis de las mismas (Selles y col., 2005; Ospina y col., 2003). En lo que
a la respuesta vascular a PGE2 se refiere, se ha descrito que el tratamiento con estrógenos
no la modifica en aorta de conejo (Miller y Vanhoutte, 1990) o que la disminuye en el
músculo detrusor de ratas ovariectomizadas (Borda y col., 1983).
Poco se ha descrito a cerca de influencia de los estrógenos sobre la PGF2α, se ha publicado
que el 17β-estradiol incrementa su liberación en células endoteliales de aorta de cerdo
(Seillan y col., 1983) y en hipotálamo (Gecse y col., 1981), o no la modifica en arterias
cerebrales de rata (Ospina y col., 2003). Sin embargo, algunas publicaciones afirman que es
en ausencia de hormonas sexuales femeninas dónde se produce un incremento de la
liberación de PGF2α en aorta de rata (Zamorano y col., 1995). Respecto a su efecto
vasomotor se ha descrito que el tratamiento con estrógenos incrementa la respuesta
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contráctil en aorta de ratas (Maddox y col., 1987) o no la modifica en aorta de conejo
(Miller y Vanhoutte, 1990).
Al igual que lo comentado en el apartado de andrógenos, esta variabilidad en los resultados
dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas justificaría la realización de un
estudio sistemático sobre el efecto de las homonas sexuales femeninas en la liberación y
función de los prostanoides.
Respecto a la ACh, en ausencia de estrógenos se ha demostrado una reducción de la
relajación a ACh en aorta de rata (Yamaguchi y col., 2001). El tratamiento con 17β-
estradiol incrementa la vasodilatación inducida por ACh en arterias femorales de conejo
(Gisclard y col., 1988), en coronarias de mono (Williams y col., 1990) y en aorta de rata
(Gonzales y col., 2001) sugiriendo que opera con un mecanismo endotelio-dependiente.
Con respecto a la liberación de NO existen resultados contradictorios pues se ha descrito
que los estrógenos no modifican (Riveiro y col., 2001) o aumentan (Meyer y col., 1997) la
actividad de la eNOS.
En base a estos datos y teniendo en cuenta que el papel de las hormonas sexuales femeninas
sobre el efecto del NO endotelial dependiendo del lecho estudiado es variado, y que no
existen estudios sistemáticos que analicen la influencia de estas hormonas en la liberación y
función de los distintos prostanoides, nuestro segundo objetivo será analizar la influencia
de las hormonas sexuales femeninas en la liberación y función del NO y prostanoides para
ello analizaremos:
- la influencia de dichas hormonas en la liberación y función del NO
- la liberación y efecto vasomotor de los distintos prostanoides
- la participación de distintos prostanoides en la respuesta inducida por ACh.
- interacción de los distintos prostanoides con la liberación de NO endotelial.
Globalmente, este estudio comparativo nos permitirá obtener información a cerca de los
mecanismos reguladores de las hormonas masculinas y femeninas, en machos y en
hembras, sobre la liberación y función del NO y prostanoides.
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Los objetivos concretos planteados en el siguiente trabajo han sido analizar en aorta de
ratas macho y hembra, la influencia de las correspondientes hormonas sexuales endógenas
sobre:
1. la participación del NO endotelial en la relajación inducida por ACh valorando:
- la inhibición de la síntesis de NO sobre la respuesta a ACh
- expresión de la eNOS
- liberación de NO
- la respuesta vasomotora al donante de NO, nitroprusiato sódico
2. la participación de prostanoides en la relajación inducida por ACh valorando:
- expresión de COX-1 y COX-2
- la liberación de los prostanoides TXA2, PGI2, PGF2α y PGE2
- la respuesta vasomotora inducida por los anteriores prostanoides
- el efecto de distintos bloqueantes de la síntesis o de la respuesta vasomotora de
los anteriores prostanoides sobre la respuesta inducida por ACh
3. la interacción de los prostanoides con el NO valorando:
- el efecto de los distintos inhibidores de la síntesis de prostanoides sobre la
liberación de NO inducida por Ach.
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I. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.
Se emplearon ratas macho y hembras Sprague-Dawley de 6 meses de edad, que a su vez se
dividieron en dos grupos: machos (controles y orquidectomizados) y hembras (controles: en
estro y ovariectomizadas). Todos los animales fueron estabulados en el animalario de la
universidad Autónoma de Madrid de acuerdo con las normas establecidas en 609/86 CEE y
R.D. 233/88 del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación de España (12 h. de ciclo
luz/oscuridad y alimentación estándar con pienso y agua ad libitum).
La eliminación de hormonas sexuales se indujo quirúrgicamente mediante orquidectomía
bilateral en machos y ovariectomía bilateral en hembras a las 5-7 semanas de edad, y 4
meses después los animales se sacrificaron por inhalación de CO2. Las hembras controles
se sacrificaron en fase estro confirmandolo previamente mediante frotis vaginal. Se
confirmó el éxito de la cirugía observando la atrofia de las glándulas seminales en machos y
la involución uterina en hembras. Se tomaron los pesos de los animales y el suero para la
medición de los niveles sanguíneos de hormonas se obtuvo extrayendo sangre directamente
del corazón.
Se extrajo la aorta, a la que se eliminó el tejido conectivo circundante y se mantuvo en
solución de Krebs-Henseleit (KHS), en mM: NaCl 115; CaCl2 2,5; KCl 4,6; KH2PO4 1,2;
MgSO4·7·H2O 1,2; NaHCO3 25 glucosa 11,1 y Na2EDTA 0,03) a 4º C. Esta investigación
cumple las directrices de la Guía para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
publicada por USA National Institutes of Health (NIH) (No.85.23, revisada en 1985).
II. PRESIÓN ARTERIAL
La presión sistólica sanguínea se midió durante cinco días de estudio en animales vivos
mediante el método de pletismografía de arteria caudal (método de “tail-cuff”) descrito por
Buñag (1974) (Letica, Digital Pressure Meter, LE5000, Barcelona).
III. NIVELES DE HORMONAS EN PLASMA
El plasma se obtuvo en el momento de la decapitación extrayendo la sangre del corazón del
animal, se centrifugó a 2500xg durante 15 min y los niveles de hormonas fueron
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determinados usando un Kit de inmunoensayo enzimático monoclonal (Cayman Chemical,
USA). Este kit detecta los niveles de hormonas en 1,4 pg/ml y tiene una precisión de
interacción del 5%. El ensayo se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. Es un
ensayo colorimétrico basado en la competición entre testosterona y un conjugado de
testosterona-acetilcolinesterasa para un número limitado de lugares de unión de anisuero de
conejo específico de testosterona. Este antisuero se une completamente a la anti IgG de
conejo monoclonal obtenida en ratón presente en la placa elisa. El producto de esa reacción
se determina mediante espectrofotómetría a 412 nm y es proporcional a la cantidad de
testosterona-acetilcolinesterasa unido a la placa, la cual es inversamente proporcional a la
cantidad de testosterona libre y presente en la placa durante la incubación. Los resultados se
expresaron en pg/ml.
IV. EXPRESIÓN DE COX-1/2 y eNOS
IV. a Preparación de las muestras
Para estudiar la expresión de la COX-1/2 y eNOS y su posible modificación por las
hormonas sexuales se empleó la técnica de Western Blot. Para ello, los segmentos arteriales
se homogeneizaron a 4º C en 200 µl de buffer de homogeneización (1 mM de vanadato
sódico, 1% SDS y 0,01 M Tris-HCl pH 7,4). Se centrifugaron las muestras a 10000xg a 4º
C durante 10 min, y el sobrenadante se utilizó para medir el contenido proteico.
Para cuantificar la cantidad de proteína, se cargaron cada una de las muestras
homogeneizadas por triplicado en una placa ELISA y se realizó un ensayo colorimétrico
(reactivo de Folin y solución alcalina de tartrato sódico). Mediante un lector de placas
(Multiskan AFCENT, Kabsystems) y con el programa Ascent Software, se obtuvo una
curva patrón a partir de las muestras con concentraciones conocidas de BSA y por la
interpolación en dicha curva patrón, se calculó la concentración de proteínas en cada una de
las muestras.
Se ajustaron todas las muestras a la concentración menor de proteína obtenida, mediante
diluciones con buffer de homogenización y se las añadió buffer de Laemmli (0,01% azul de
bromofenol; 100 mM ditiotreitol; 0,1% glicerol; 2% SDS y 60 mM Tris-HCl pH 6,8). Las
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muestras se llevaron a ebullición durante 10 min y se tomó el volumen necesario para
cargar las muestras en el gel de acrilamida (polímero reticulado soluble en agua).
IV.b. Electroforesis en geles de poliacrilamida
Con esta técnica, llamada electroforesis, lo que se pretende es desplazar las proteínas
aplicándoles un campo eléctrico, donde la velocidad de movimiento de las mismas depende
de dos factores: la fuerza ejercida por el campo eléctrico y la fuerza de fricción
(resistiéndose al movimiento) que ejerce el entorno de las proteínas, dependiendo de su
tamaño.
Una vez montados los geles, se tomó el volumen adecuado para introducir 20 µg de
proteínas totales de cada muestra en los pocillos del gel. El gel de separación poseía una
concentración de poliacrilamida del 7,5% (p/v) para eNOS y 10% (p/v) para COX1/2 y el
gel de concentración una de 5% (p/v). Una vez cargadas las muestras en los pocillos, se
conectaron los electrodos, la electroforesis se realizó a un voltaje constante de 97 V en un
Mini-PROTEAN 3 CELL (Bio Rad Laboratories).
IV. c. Electrotransferencia y detección inmunológica
Las muestras ya separadas, se transfirieron electroforéticamente a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF, Bio Rad Immun-Blot®) con poros de 0,2 µM
previamente activada con metanol puro. La transferencia la realizamos en un aparato de
transferencia vertical (Mini Trans-Blot, BioRad), utilizando un tampón de transferencia
compuesto por Tris HCl 25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y metanol 20% (v/v). Como
marcador de peso molecular se utilizó SDS-Page broad-rang (Bio-Rad Laboratories).
A continuación y una vez transferidas las muestras se realizó la detección inmunológica:
Para ello se bloqueó la membrana en TBS (100 mM pH 7,4 Tris-HCl, 0,9% p/v NaCl, 0,1%
SDS) con leche en polvo desnatada al 5% p/v durante 1 hora. Posteriormente se incubó la
membrana durante toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario:
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 policlonal anti-COX-2 (1:200, Cayman Chemical, USA)
 policlonal anti-COX-1 (1:200, Cayman Chemical, USA)
 monoconal anti-eNOS (1:1000, Transduction Laboratories, UK)
Al día siguiente se lavó la membrana con TBS-Tween durante 1 hora y se trató con el
anticuerpo secundario conjugado con actividad peroxidasa durante 1,5 horas a temperatura
ambiente:
 anti-IgG de conejo (1:1000, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) para COX-2.
 anti-IgG de ratón (1:1000, StressGen Bioreagents, Canadá) para COX-1.
 anti-IgG de ratón (1:1000, StressGen Bioreagents, Canadá) para eNOS.
Para el revelado se utilizó el kit ECL™, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), mediante auto-radiografía (Hyperfilm
ECL, Amersham International Plc).
La misma membrana se utilizó para determinar la expresión de la -actina con un
anticuerpo monoclonal anti -actina (1:3000, Sigma-Aldrich, España) y su contenido se
utilizó para corregir la expresión de las enzimas en cada muestra.
El análisis de las bandas obtenidas se realizó mediante el programa Scion Image for
Windows (2000 Scion Corporation©).
V. LIBERACIÓN DE PROSTANOIDES
La producción de TXA2, PGI2, PGF2α y PGE2 in vivo se valoró midiendo la producción de
sus correspondientes metabolitos TXB2, 6-keto-PGF1α, 13,14-dihydro-15-keto PGF2α y
PGE2 respectivamente utilizando el kit comercial de enzimoinmunoensayo para los
respectivos prostanoides (Cayman Chemical). Para ello, segmentos de aorta de ambos
grupos de ratas se mantuvieron durante 30 min en 5 ml de KHS a 37º C, burbujeado
continuamente con una mezcla de 95% O2- 5% CO2 (periodo de estabilización). Tras varios
lavados de 10 min en un baño de 0,2 ml de KHS se recogió el medio para medir la
liberación basal de prostanoides. Tras reponer el KHS, se realizó una curva concentración-
dependiente a ACh (0,01 nM-10 μM) a intervalos de 2 min/concentración, de forma similar
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a la realización de las curvas concentración-respuesta descritas en el apartado de
reactividad vascular.
Los distintos ensayos se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente, las
muestras se transfirieron a una placa ELISA recubierta con un anticuerpo de cabra
específico contra IgG de conejo, y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con
un anticuerpo de conejo específico contra TXB2, PGF2α, PGE2 y PGI2. Una vez lavada la
placa, se añadió una solución de p-nitrofenil fosfato durante 45 min a temperatura
ambiente. Tras parar la reacción, la placa se leyó a 405 nm utilizando un lector de placas.
Se utilizó un pocillo “blanco” para sustraer la señal de fondo. Los resultados se expresaron
en pg prostanoide/ml mg tejido.
VI. LIBERACIÓN DE NO
La liberación de NO por parte de las arterias se midió utilizando el indicador fluorescente
de NO 4,5-diaminofluoresceína diacetato (DAF-2 DA) según el protocolo descrito por
Martín y col. (2005). Este compuesto penetra en las células, donde es hidrolizado por las
esterasas citosólicas y es transformado en 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2). Ésta a su vez
reacciona con el NO para formar el producto fluorescente triazolfluoresceína (DAF-2T),
cuantificable mediante la utilización de un filtro de excitación de 492 nm y un filtro de
emisión de 515 nm (fig.12).
Figura 12: Reacción de la diaminofluoresceína
Para realizar este experimento se mantuvieron las aortas de ambos grupos de animales a la
misma tensión (1 g) que se realizaron los experimentos de Reactividad vascular. Tras un
periodo de estabilización de 45 min en buffer HEPES (en mM: NaCl 119; HEPES 20;
CaCl2-2H2O 1,2; KCl 46; KH2PO4 0,4; MgSO4-7H2O 1; NaHCO3 5; glucosa 5,5;
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NaH2PO4-12H2O 0,15; KH2PO4 0,4; pH 7,4) a 37ºC, las arterias se incubaron con 0,5µM
DAF-2 DA durante 45 min. Se recogió el medio para medir la liberación basal de NO. Una
vez el baño fue rellenado, se realizaron curvas concentración-respuesta a ACh (0,1nM-
10µM) y se recogió el medio para medir la liberación inducida por ACh. La fluorescencia
del medio se midió a temperatura ambiente utilizando un espectrofluorímetro (LS50 Perkin
Elmer instruments, FL WINLAB Software). Se usó tritón (0,05 %) con el fin de
permeabilizar las células endoteliales y detectar el NO producido que se encontraba en su
interior. Se obtuvieron medidas de medio sin arteria (blanco) para restar la emisión de
fondo.
Para analizar el efecto modulador de prostanoides derivados de COX-1 y COX-2, se
realizaron los ensayos en presencia de los inhibidores específicos de COX-1 y COX-2, SC-
560 (50 nM) y NS-398 (10 µM) respectivamente. Para estudiar el efecto específico de PGI2
y de TXA2 sobre la liberación de NO, los ensayos se realizaron en presencia de TCP (10
µM) o de furegrelato (1 µM).
VII. REACTIVIDAD VASCULAR
El método utilizado para analizar los cambios en la tensión isométrica de los segmentos
arteriales está ampliamente descrito en Nielsen y Owman (1971). Se introdujeron dos
alambres finos de acero inoxidable por el lumen del vaso, uno de ellos fijado a la pared del
baño de órganos y, el otro, conectado a un transductor de fuerza (Grass FTO3C; Quincy,
Mass, USA), conectado a su vez a un polígrafo Grass modelo 7D (fig.13 y 14).
Los segmentos arteriales (de 5mm de longitud) se sumergieron en un baño de órganos con
5ml de KHS a 37º C burbujeado de manera continua con una mezcla al 95% O2-5% CO2
(pH de 7,4) durante todo el experimento.
Figura 13: Baños de órganos y polígrafos Grass modelo 7D y Letica.
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A los segmentos arteriales se les aplicó una tensión de 1 g, siendo dicha tensión reajustada
cada 15 min durante un total de 90 min (periodo de estabilización). Una vez estables, se
comprobó la integridad funcional de todos los segmentos aplicando una solución de KCl 75
mM.
Tras eliminar por completo el KCl y transcurrido un periodo de lavado se analizó la
presencia de endotelio. Para ello se aplicó acetilcolina (ACh, 10 µM) a segmentos
precontraídos con 5-hydroxytriptamina (5-HT, 1 µM). Cuando la relajación inducida por la
ACh fue superior al 70% del tono obtenido con 5-HT, se consideró con endotelio.
Figura 14: Esquema de baño de órganos aislado con un segmento de arteria.
Tras un periodo de lavado, y recuperación del tono basal, se realizaron en ambos grupos
curvas concentración-respuesta a ACh (0,1 nM-10 μM) en aortas precontraídas con 5-HT
procedentes de ratas machos y hembras. En cada segmento arterial sólo se realizó una curva
concentración respuesta a ACh.
Con el fin de determinar el posible papel funcional del NO y los prostanoides en la
relajación inducida por ACh, se incubaron segmentos arteriales con L-NAME (0,1 mM,
inhibidor de la eNOS) durante 30 min y se realizaron las curvas concentración respuesta a
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ACh. Para analizar el papel funcional de los prostanoides derivados de COX, se incubaron
los segmentos arteriales con inhibidores específicos para ambas isoformas de la COX, SC-
560 (50 nM, inhibidor de la COX-1) y el NS-398 (10 µM, inhibidor de COX-2) (fig.15).
Con el fin de determinar el posible papel funcional del TXA2 en la vasorrelajación inducida
por ACh, se incubaron algunos segmentos de ambos grupos de animales con furegrelato (1
μM, inhibidor específico de la síntesis de TXA2) y con SQ29,548 (1 μM, antagonista de los
receptores TP) 30 min antes de realizar la curva concentración-respuesta a ACh. Para
investigar el posible papel de la PGI2 se incubaron algunos segmentos con tranilcipromina,
TCP (10 μM, inhibidor específico de la síntesis de PGI2) (fig.15).
Para investigar las posibles interacciones entre TXA2 y PGI2 se realizaron curvas
concentración respuesta a ACh, en presencia de TCP más furegrelato, o TCP más
SQ29,548 (fig.15).
Figura 15: Esquema representativo de los distintos inhibidores usados.
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Del mismo modo para analizar las posibles diferencias en el efecto vasomotor de los
prostanoides se analizó la capacidad de inducir vasoconstricción del mimético del TXA2
(15)-hidroxy-11α, 9 α -(epoxymethano) prosta-5,13-dienoic acid (U-46619, 0,1 nM - 1
μM), de PGE2 exógena (1 nM - 10 μM), PGF2α (1 nM - 1 μM) así como la vasodilatación
inducida por PGI2 (0,1 nM - 1 μM).
VIII. SOLUCIONES Y FÁRMACOS
Los reactivos y fármacos utilizados en el experimento de reactividad fueron: ACh
hidrocloruro, 5-HT, TCP, DAF-2, L-NAME hidrocloruro, PGF2α, PGI2 y Nitroprusiato
sódico y SC-560 (Sigma-Aldrich, España), PGE2, Indometacina, y Furegrelato (Cayman
Chemical), U-46619 y NS-398 (Calbiochem) y SQ29,548 (Biolink, SL). Todos los
fármacos se diluyeron en agua bidestilada excepto formamidina, U-46619, SQ29,548 y
PGE2 que fueron diluidos en etanol y NS-398 y SC-560 en DMSO. Se prepararon
soluciones stock (10 mM) de todos los fármacos y se almacenaron a -20º C, preparándose
las diluciones correspondientes en solución fisiológica de KHS en el momento de su
utilización.
IX. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
La respuesta contráctil inducida por KCl y 5-HT se expresó en mg y las contracciones de
U-46619, PGF2α y PGE2 se expresaron como porcentaje del tono inducido por 75mM de
KCl. La respuesta relajadora inducida por ACh o por PGI2 se expresó como porcentaje de
la precontracción inducida por 5-HT, 1 µM. Los resultados se indicaron como media ±
EEM (error estándar de la media). El análisis estadístico se llevó a cabo comparando cada
una de las curvas obtenidas en presencia de fármaco con una curva control en ausencia de
los mismos utilizando un análisis de la varianza (ANOVA, dos colas). Cuando la ANOVA
mostró un efecto significativo del tratamiento, se usó un test de Bonferroni post-hoc para
comparar las medias individualmente. La respuesta máxima (valores de Emáx) y logaritmo
de la dosis que produce el 50% de la máxima respuesta a ACh (log EC50) fueron calculados
mediante un análisis de regresión no linear de cada curva concentración-respuesta
individual usando el software de Graph Pad Prism 4.0 (San Diego, CA). Los resultados de
los experimentos de liberación de NO y prostanoides se analizaron mediante una t de
Student para muestras independientes. Se consideraron significativos valores de p menores
que 0,05.
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EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES MASCULINAS SOBRE:
I. Niveles de hormonas en sangre, peso corporal y presión arterial.
La concentración de testosterona en plasma de machos castrados se ve reducida en un 91%
con respecto a sus controles (p<0,001). La orquidectomía disminuyó en un 7% el peso de
las ratas con respecto a sus controles (p<0,05). Los niveles de presión arterial no se vieron
modificados por la deprivación de hormonas sexuales (p>0,05) (tabla 3).
Control Orquidectomizado
Niveles de testosterona en plasma (pg/ml) 2404 ± 323 a (5) 220 ± 49 b (5)
Peso del animal (g) 461,6 ± 8,4 c (39) 428,2 ± 8,1 d (23)
Presiones sanguíneas (mm Hg) 139 + 5,4 (10) 128 + 5,2 (10)
Tabla 3. Efecto de la orquidectomía sobre: los niveles de testosterona en plasma, el peso del animal y las
presiones sanguíneas. Los valores (media ± EEM) el número de animales viene indicado entre paréntesis. a-b
p<0,0001; c-d p<0,05
Teniendo en cuenta estos resultados, los efectos descritos en este estudio sobre la función
vascular no están causados por cambios hemodinámicos, puesto que la orquidectomía no
modifica la presión sanguínea; adicionalmente, y puesto que la orquidectomía es la única
variable en estos estudios, se podría hipotetizar que los resultados hallados se deben a la
disminución de los niveles de testosterona plasmática, aunque no se pueden descartar la
participación de otros factores distintos a la testosterona producidos en las gónadas, que
pueden jugar un papel importante en la función vascular. Entre estos factores se incluyen
alteraciones en la expresión y/o actividad de la aromatasa, el factor endotelial de
crecimiento vascular, el factor de crecimiento básico de fibroblastos, el factor de
transformación de crecimiento β o hialuronidasa (Lissbrent y col., 2003) los cuales juegan
un papel importante en la función vascular (Rahmanian y Heldrin, 2002).
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II. Respuesta contráctil inducida por KCl y 5-HT.
La respuesta contráctil inducida por 75 mM de KCl fue similar en ambos grupos de
animales (controles 1597 ± 71,44 mg, n=47; orquidectomizados, 1771 ± 75 mg, n=43
p>0,05) indicando que las hormonas endógenas no parecen modular la respuesta a KCl,
como ya había sido publicado en aorta (Tejera y col., 1999). Estos resultados difieren de
otros en los que una disminución en la respuesta contráctil ha sido asociada tanto a la
pérdida de hormonas sexuales (Golden y col., 2003) como al tratamiento con testosterona
(Jones y col., 2004b). En el mismo modelo experimental utilizado en este trabajo, la
respuesta inducida por KCl se vio disminuida por la orquidectomía en arteria mesentérica,
de modo que la respuesta a este agente vasocontráctil parece también depender del lecho
estudiado. Puesto que la contracción del músculo liso vascular depende de la concentración
de Ca2+ intracelular, que está regulada por la entrada de dicho ión a través de distintos
canales de Ca2+ (Nelson y col., 1990), diferencias en la expresión y/o función de dichos
canales en distintos lechos vasculares podrían explicar las diferencias anteriormente
descritas. Se ha publicado una disminución de Ca2+ intracelular en arterias coronaria y
femoral de conejo por acción de la testosterona (Won y col, 2003).
La respuesta contráctil inducida por 1 μM de 5-HT fue similar en ambos grupos de
animales (controles 1176 ± 103 mg, n=47; orquidectomizados, 1013 ± 130 mg, n=43
p>0,05). Estos resultados difieren de otras publicaciones en las que atribuyen a la
testosterona la capacidad de incrementar la respuesta vasoconstrictora a serotonina en aorta
de conejo (Ammar y col., 2004) y arteria coronaria de cerdo (Teoh y col., 2000). Estas
diferencias podrían ser debidas a la utilización de testosterona exógena y por tanto los
efectos del tratamiento sobre la expresión de receptores serotoninérgicos y/o vías de
señalización implicados tras la activación del receptor pueden ser distintos.
Uno de los mecanismos propuestos de interacción entre los andrógenos y la función
vascular es a nivel de las células endoteliales. Se sabe que las células endoteliales poseen
receptores de andrógenos (Beato y Klug, 2000; Liu y Dillon, 2002) cuya activación
modifica distintas vías de señalización intracelular, entre ellas la del NO. Se ha descrito que
la activación de receptores androgénicos incrementa la liberación de NO endotelial (Chou y
col., 1996), aunque también existen publicaciones en las que se postula que esa
modificación en la liberación del NO puede no estar mediada por receptores androgénicos
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Figura 16: Vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -10 μM) en segmentos de aorta de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media ± EEM) se expresan como porcentaje de la
inhibición de la contracción con 5-HT 1 μM (controles 1176 ± 103 mg; castrados 1013 ± 130
mg). El número de animales en cada grupo está indicado entre paréntesis. *p<0,05 frente a su
correspondiente control.
(Simoncini y col., 2003). Sin embargo, el efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre
la síntesis y función de los prostanoides ha sido comparativamente menos explorado. El NO
endotelial y los prostanoides vasoconstrictores y vasodilatadores juegan un papel crucial en
la protección del sistema cardiovascular a través de sus efectos reguladores en la agregación
plaquetaria, el estrés oxidativo, la adherencia leucocitaria y la proliferación de células
musculares lisas, en definitiva modulando el tono vascular (Nasem, 2005, Bachschmid y
col., 2005). Teniendo en cuenta que la ACh es capaz de inducir la formación de NO y
prostanoides (Mitchell y col., 1992; Schulz y col., 1992), se estudió la influencia de las
hormonas sexuales sobre la participación del NO y prostanoides en la respuesta inducida
por ACh.
III. Respuesta vasodilatadora inducida por ACh
La respuesta vasodilatadora a ACh (0,1 nM -10 μM) en aortas precontraídas con 5-HT (1
μM) fue mayor en machos castrados que en el grupo control (p<0,05) como ya había sido
publicado (Ferrer y col., 1999) (fig.16).
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Esta mayor relajación es debida a una mayor producción de aniones superóxido en aortas
de animales castrados que inducen relajación mediante activación de canales KCa (Ferrer y
col., 1999). También hay que señalar que el efecto de las hormonas sexuales depende del
lecho vascular estudiado, ya que en la arteria mesentérica la orquidectomía disminuye la
relajación inducida por ACh (Blanco-Rivero y col., 2007a).
Teniendo en cuenta que la ACh es un potente activador de la NOS endotelial se estudió la
participación del NO en la respuesta vasodilatadora inducida por ACh en aortas de ratas
macho controles y castradas.
III.a. Participación del NO endotelial
Con el fin de analizar la implicación del NO endotelial en la respuesta a ACh segmentos de
ambos grupos de animales se incubaron con L-NAME, inhibidor de la NOS.
La preincubación con L-NAME, dicho fármaco abolió la respuesta a ACh en machos
controles de lo que se deduce que la respuesta vasorelajadora a ACh es debida
principalmente al NO. Sin embargo, la incubación con L-NAME en segmentos de animales
castrados sólo redujo la respuesta a ACh (fig.17, tabla 4).
Figura 17: Efecto de 0,1 mM de L-NAME sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -10 μM) en segmentos
de aorta de ratas machos control y castrados. Los resultados (media ± EEM) se expresan como porcentaje de la
inhibición de la contracción con 5-HT 1 μM (controles 1176 ± 103 mg; controles + L-NAME 1350 ± 25 mg;
castrados 1013 ± 130 mg; castrados + L-NAME 1121 ± 59 mg). El número de animales en cada grupo está
indicado entre paréntesis. *p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Tabla 4. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 88,15 ± 2,5 -7,14 ± 0,06 93 ± 2,67 * -7,3 ± 0,07 *
L-NAME 7,06 ± 3,8 # -7,54 ± 1,40 # 46,52 ± 15,3 # -7,21± 0,74
* p< 0,05 vs ratas control; + p< 0,01 vs condición control en ratas control; # p< 0,001 vs condición control en
ratas orquidectomizadas.
Estos resultados sugieren que la formación de NO en estos segmentos podría ser menor que
en los de animales controles, tal vez por alteraciones en la expresión de la eNOS, a pesar de
que la respuesta vasodilatadora en situación control sea mayor. Otra posibilidad que
explicaría las diferencias en la relajación a ACh es que la sensibilidad a este agente
vasodilatador (NO) se vea alterada por la orquidectomía, con lo que todos estos factores
serán evaluados a continuación.
Reactividad vascular al Nitroprusiato sódico (SNP)
Por lo tanto, el siguiente paso consistió en determinar posibles cambios en la sensibilidad
del músculo liso vascular al NO liberado. Para ello se realizaron curvas a SNP (0,1 nM -10
μM), donante de NO, obteniendo que en segmentos aórticos precontraídos con 1 µM de 5-
HT, el SNP indujo una relajación dependiente de concentración sin diferencias entre
machos orquidectomizados y controles (fig.18, tabla 5).
Figura 18: Efecto vasodilatador de SNP (0,1 nM-10 µM) en aorta de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (medias ± EEM) se expresaron como porcentaje de la
inhibición de la contracción inducida por 1 µM de 5-HT (control, 1417 ± 130;
orquidectomizados, 1198 ± 138 mg). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis.
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Tabla 5. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
SNP en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
SNP 101,1 ± 2,3 -7,88 ± 0,07 98,26 ± 2,9 -8,05 ± 0,09
Estos resultados concuerdan con lo publicado anteriormente en aorta dónde la pérdida de
hormonas sexuales masculinas no afecta a la sensibilidad del músculo liso vascular al NO (Ferrer
y col., 1999; Blanco-Rivero y col., 2006b) y en arteria mesentérica (Blanco-Rivero y col., 2007a).
El hecho de que la respuesta a SNP, sea similar en segmentos de animales controles y castrados
sugiere que el incremento de la respuesta a ACh en animales orquidectomizados no es debido al
incremento de la sensibilidad del músculo liso vascular al NO.
Expresión de la eNOS
Puesto que el efecto vasodilatador está mediado en parte por el NO endotelial, se analizó si la
expresión de eNOS se veía modificada por la gonadectomía, observándose que fue similar en
arterias de machos control y orquidectomizados (fig.19) como ya se había publicado en aorta
(Blanco-Rivero y col., 2006b) y en arteria mesentérica (Blanco-Rivero y col., 2007a).
A)
B)
Figura 19: Western blot representativo de la expresión de eNOS en segmentos de aorta de ratas
control y orquidectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro segmentos separados de
cada grupo de animales. El panel B muestra el análisis densitométrico de la expresión de eNOS.
Los resultados (medias + EEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para eNOS y
la obtenida para la α-actina.
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En lo que se refiere a la influencia de los andrógenos sobre la expresión de eNOS, se ha
descrito que ésta puede verse incrementada (Liu y Dillon, 2002; Simoncini y col., 2003),
disminuida (Chatrath y col., 2003; Mukherjee y col., 2001b) o no modificada (Blanco-
Rivero y col., 2006a; Gonzales y col., 2004). Estos resultados indican que las hormonas
sexuales masculinas actúan de manera diferente dependiendo del tejido.
Liberación de NO inducida por ACh
Teniendo en cuenta que la sensibilidad al NO es la misma y que no existen cambios en la
expresión de la eNOS, se analizó la posibilidad de que la liberación de NO inducido por
ACh estuviera modificada por la orquidectomía. Se observó que la liberación basal de NO
no fue modificada por la orquidectomía. La aplicación de ACh incrementó la liberación de
NO de forma similar en aortas de ratas control y orquidectomizadas (p<0,05) (fig.20).
En resumen, la orquidectomía no modifica la respuesta al SNP, ni la expresión de eNOS, ni la
liberación de NO. Es importante señalar que aunque la respuesta vasodilatadora remanente en
presencia de L-NAME sea debida al efecto vasodilatador de los aniones superóxido (Ferrer y
col., 1999), la participación de sustancias vasoconstrictoras no se puede descartar.
III.b. Participación de prostanoides
Las células endoteliales además del NO liberan prostanoides vasoconstrictores y
vasodilatadores que contribuyen a la modulación el tono vascular (Henrion y col., 1997;
Figura 20: Efecto de la gonadectomía sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y
estimulada por ACh (0,1 nM -10 μM). El número de animales utilizado se indica entre
paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.)
frente a mg de tejido. * p<0,05 frente a la liberación basal de NO.
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Ferrer y Osol, 1994; Briones y col., 2002). Puesto que las ROS pueden activar COX-2
(Feng y col., 1995; Kulmacz y Wang, 1995) y teniendo en cuenta que en nuestro modelo
experimental la orquidectomía producía un incremento en la formación de aniones
superóxido tanto en aorta (Blanco-Rivero y col., 2006b) como en mesentérica (Martín y
col., 2005), es posible especular que los andrógenos sean capaces de modular la liberación
y/o función de los prostanoides; sin embargo, existe controversia sobre el efecto específico
de las hormonas sexuales masculinas endógenas. Puesto que los prostanoides se originan a
partir de COX-1 y COX-2, se analizó la implicación de derivados de estas enzimas en la
respuesta inducida por la ACh, la expresión de COX-1 y COX-2 y la liberación de los
prostanoides inducida por ACh.
Expresión de la COX-1 y COX-2
COX-1 y COX-2 son dos isoformas de la ciclooxigenasa codificadas por distintos genes
(Kosaka y col., 1994). COX-1 es la isoforma constitutiva y está presente en diversos tipos
celulares (Smith y Dewitt, 1996). COX-2 es una isoforma inducible en procesos
inflamatorios (Parente y Perreti, 2003), aunque también se expresa constitutivamente en
algunos tejidos como el vascular. Nuestros resultados muestran que la orquidectomía no
modifica la expresión de COX-1 mientras que incrementa la de COX-2 (fig.21).
A)
B)
Figura 21: Western blot representativos de la expresión de COX-1 y COX-2 en segmentos de aorta de ratas
control y orquidectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro segmentos separados de cada grupo de
animales. El panel B muestra el análisis densitométrico de la expresión de COX-1/2. Los resultados (medias +
EEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para COX-1/2 y la obtenida para la α-actina.
*p<0,05 frente a su correspondiente control.
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El resultado acerca de COX-1 está de acuerdo con lo publicado en arterias cerebrales de ratas
machos castrados dónde la expresión de COX-1 no varía (Gonzales y col., 2004).
El resultado sobre COX-2 contrasta con lo observado en arteria mesentérica donde la orquidectomía
no produjo diferencias en la expresión de COX-2 (Blanco-Rivero y col., 2006a) (fig.21). Sin
embargo, se ha descrito que la disminución de testosterona relacionada con la edad, aumenta la
actividad de la COX-2 en diferentes tejidos (Stewart y col., 2000; Chung y col., 2001), indicando
que las hormonas sexuales masculinas endógenas actúan de forma diferente en función del lecho
estudiado. Estos resultados podrían explicarse a través del incremento de la producción de aniones
superóxido en arterias de animales castrados (Blanco-Rivero y col., 2006b), los cuales podrían
potenciar la expresión de COX-2 (Feng y col., 1995; Kulmacz y Wang, 1995). De este modo
nuestros resultados muestran que en aorta de ratas orquidectomizadas, los derivados de COX-2
pueden verse incrementados y jugar un papel relevante en la regulación de la función vascular.
Participación de COX-1 y COX-2 en la respuesta inducida por ACh
Puesto que los prostanoides se originan a partir de la activación de COX, con el fin de analizar la
implicación de los derivados de esta enzima en la respuesta a ACh, se realizaron curvas a ACh en
presencia de inhibidores de la COX. Se analizó el efecto del inhibidor específico de COX-1, SC-
560, y del inhibidor específico de COX-2, NS-398, en la respuesta a ACh. La preincubación con
SC-560 o NS-398 no produjo diferencias en la relajación a ACh en aortas de ningún grupo de
animales (fig.22, tabla 6).
Figura 22: Efecto del SC-560 (50 nM) y el NS-398 (10 µM) sobre las curvas concentración-respuesta a ACh
(0,1 nM -10 μM) en segmentos precontraídos con 5-HT de machos control y orquidectomizados. Los resultados
(medias + EEM) se expresaron como inhibición de la contracción producida por 1µM de 5-HT (control, 1176 ±
103 mg; control + SC-560, 731 ± 61 mg; control + NS-398, 807 ± 69 mg; castrados 1013 ± 130 mg; castrados +
SC-560, 830 ± 87 mg; castrados + NS-398 749 ± 39 mg). El número de animales se indicó entre paréntesis.
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Tabla 6. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 88,15 ± 2,5 -7,14 ± 0,06 93 ± 2,67 -7,3 ± 0,07
SC-560 88,08 ± 3,6 -7,27 ± 0,1 93,68 ± 3,9 -7,21 ± 0,09
NS-398 87,65 ± 2,7 -7,36 ± 0,08 87,74 ± 2,8 -7,3 ± 0,08
Estos resultados aparentemente indicarían que los derivados de COX-1 y COX-2 no
participan en la respuesta a ACh. Sin embargo, puesto que se ha publicado recientemente
que inhibidores de COX-2 amplifican la señalización NO/GMPc inhibiendo la
fosfodiesterasa (Klein y col., 2007), nos permite especular que las hormonas sexuales
masculinas podrían regular la contribución de diferentes prostanoides en la respuesta
mediada por ACh. También podría indicar una inhibición de la síntesis tanto de factores
vasodilatadores como vasoconstrictores produciendo un efecto neto nulo porque existiera
un balance entre ambos. Por otra parte, se ha propuesto el incremento de los niveles de
COX-1 debidos a la inhibición de COX-2 como mecanismo compensatorio (Wang y col.,
2004), ya que cuando las células endoteliales son expuestas a un inhibidor selectivo de
COX-2 se siguen produciendo prostanoides. También existe la posibilidad de que la
inhibición de COX-1/2 produzca alteraciones en la síntesis de NO, de forma similar a como
el NO regula la síntesis de prostanoides (Mollace y col., 2005) por lo que se estudió la
participación de COX-1 y COX-2 en la liberación de NO inducida por ACh.
Participación de productos derivados de COX en la liberación de NO inducida por ACh
Puesto que se ha descrito que el NO regula la liberación de factores derivados de COX
(Mollace y col., 2005), se analizó la posibilidad de que la regulación tuviera lugar a la
inversa, por lo tanto se estudió el papel de las isoformas de COX en la liberación de NO
inducida por ACh. El inhibidor de COX-1, SC-560, produjo una disminución en la
liberación del NO en ambos grupos de animales (fig.23), indicando que el efecto de COX-1
sobre la liberación de NO no parece estar regulado por las hormonas sexuales, y sugiere la
existencia de otros mecanismos que compensarían la disminución de NO, en la respuesta
vasodilatadora a ACh.
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La incubación con NS-398, inhibidor de COX-2 produjo una disminución de la liberación
del NO en animales controles mientras que no la modificó en arterias de animales castrados
(fig.23) mostrando que las hormonas sexuales regulan el efecto de COX-2 sobre la
liberación de NO. Adicionalmente sugieren que pudieran existir diferencias entre controles
y castrados en la formación de segundos mensajeros inducidos por derivados de COX-2
que podrían modular la actividad de la eNOS.
Así prostanoides derivados de COX-2, como la PGI2 podrían modular la actividad de la
eNOS a través de la formación de AMPc y subsiguiente activación de PKA como se ha
observado en otras cepas de rata (Ferrer y col., 2004). Estos resultados nos permiten
especular que, a pesar de que la respuesta a ACh no se vea modificada por la inhibición de
COX-2, las hormonas sexuales masculinas podrían regular la participación de diferentes
prostanoides en dicha respuesta.
Por tanto, el siguiente paso consistió en estudiar la participación de los distintos
prostanoides derivados de COX-2, en respuesta a ACh, en presencia y ausencia de las
hormonas sexuales.
III.b1. Participación del TXA2 en la respuesta inducida por la ACh.
Se sabe que el TXA2 es uno de los prostanoides vasoconstrictores más importantes
producido por la pared vascular que participa en la disfunción endotelial asociada a
diferentes factores de riesgo cardiovascular (Shimokawa, 1998; Nie y col. 2000). Muchos
Figura 23: Efecto del NS-398 (10 µM) y SC-560 (50 nM) sobre la liberación de NO de origen endotelial
basal y estimulada por ACh (0,1 nM -10 μM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis.
Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05
frente a la liberación basal de NO; + p<0,05 frente a su correspondiente control.
Resultados y discusión
67
de los estudios que analizan la influencia de los andrógenos sobre los efectos vasculares del
TXA2 han sido enfocados a describir su acción sobre los receptores TP así como en la
respuesta contráctil inducida por análogos del TXA2. Así, se ha descrito que la testosterona
incrementa la densidad de los receptores TP en plaquetas (Matsuda y col., 1994; Ajayi y
col., 2005) y en cultivos de células musculares de aorta de rata (Matsuda y col., 1995;
Higashiura y col., 1997). Sin embargo, son muy escasos los estudios que analizan la
influencia de las hormonas sexuales endógenas en la participación del TXA2 en distintas
respuestas vasculares.
Por tanto, se analizó el posible papel funcional del TXA2 en la respuesta a ACh en nuestro
modelo experimental. Se realizaron curvas de ACh en presencia de furegrelato, inhibidor
específico de la síntesis del TXA2 o de SQ29,548, antagonista del receptor TP.
Cuando se analizó el efecto del furegrelato y del SQ29,548 en la relajación a ACh se
observó que ninguno de los dos fármacos modificaba dicha respuesta en las arterias de
animales controles, indicando que el TXA2 no participa en la respuesta a ACh, de acuerdo
con estudios realizados en aortas de diferentes cepas de rata (Rapoport y Williams, 1996;
Gluais y col., 2005b) (fig.24, tabla 7). Sin embargo, en arterias de ratas orquidectomizadas
el furegrelato incrementó la respuesta vasodilatadora a ACh, indicando un papel funcional
del TXA2 (p<0,0001). Estos resultados podrían ser debidos a diferencias en la sensibilidad
del músculo liso al TXA2 o a un incremento en la síntesis del mismo.
Figura 24: Efecto del furegrelato (1 µM) y SQ29,548 (10 µM) sobre las curvas concentración-respuesta
inducidas por ACh (0,1 nM -10 μM) en segmentos de aorta de ratas control y orquidectomizadas. Los resultados
(media ± EEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción con 5-HT 1 μM (controles 1142 ±
129 mg; controles + furegrelato 1124 ± 98 mg; controles + SQ29,458 1385 ± 128 mg; castrados 1073 ± 278 mg;
castrados + furegrelato 830 ± 77 mg; castrados + SQ29,458 1270 ± 172 mg, p>0,05). El número de animales está
indicado entre paréntesis. *p<0,05 frente a su correspondiente control.
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Tabla 7. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 88,15 ± 2,5 -7,14 ± 0,06 93 ± 2,67 * -7,3 ± 0,07 *
Furegrelato 92,95 ± 5,7 -7,14 ± 0,14 100 ± 3,99 -7,59 ± 0,11 # *
SQ29,548 92,89 ± 8,5 -7,08 ± 0,21 97,28 ± 3,96 -7,09 ± 0,09
* p< 0,05 vs control rats; # p< 0,01 vs condición control en ratas orquidectomizadas.
Es importante tener en cuenta que la incubación con SQ29,548 no afectó a la respuesta a ACh
(fig.24), lo que parece contradecir los resultados obtenidos con el furegrelato. Sin embargo,
puesto que se han descrito múltiples interacciones entre los distintos prostanoides (Cheng y col.,
2002; Bachschmid y col., 2005), se puede hipotetizar que cuando se inhibe la síntesis del TXA2
se podría alterar tanto la producción de otros prostanoides que contrarresten el efecto vasomotor
del TXA2 como la liberación del NO. Por tanto, estas hipótesis se analizaron a continuación.
Reactividad vascular al TXA2
Para estudiar la posible variación en la sensibilidad al TXA2, se realizaron curvas
concentración-respuesta al mimético del TXA2, U-46619 (0,1 nM- 1 μM), su aplicación
indujo una contracción dependiente de concentración sin diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (fig.25). Los valores de Emax y log EC50 se incluye en la tabla 8 .
Figura 25: Curvas concentración-respuesta al mimético del TXA2, U-46619 en aortas de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la
contracción de KCl 75mM (control, 1512 ± 98 mg; orquidectomizado, 1518 ± 63 mg). El
número de animales está indicado entre paréntesis.
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Tabla 8. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de contracción) y el log EC50 a
U-46619 en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
U-46619 213,1 ± 6,4 -7,74 ± 0,05 226,6 ± 13 -7,57 ± 0,1
Estos resultados demuestran que la sensibilidad al TXA2 no se ve modificada por
orquidectomía, lo que concuerda con lo descrito en arterias cerebrales (Gonzales y col.,
2005) y mesentéricas (Blanco-Rivero y col., 2006a) de rata. Sin embargo, no coincide con
lo publicado por Matsuda y col. en 1994, dónde el tratamiento con testosterona durante dos
semanas, incrementaba la contracción inducida por U-46619 en aortas de rata. Estas
discrepancias pueden ser debidas a la diferencia de cepas empleadas, edad del animal de
experimentación y, lo que es más importante, al tratamiento con testosterona exógena.
Liberación de TXA2 inducida por ACh
Para analizar las posibles diferencias en la producción de TXA2 en respuesta a ACh en
animales control y orquidectomizados, se midió la producción de TXB2, metabolito estable
de TXA2 inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM). Los resultados obtenidos muestran una
mayor formación de TXB2 en animales orquidectomizados (fig.26).
Figura 26: Liberación de TXB2 inducido por ACh (0,1 nM – 10 µM) en aorta de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresaron como pg TXB2/ml mg tejido.
Siendo n el número de animales. **p<0,01 frente su control.
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Estos resultados concuerdan con datos obtenidos en mesentérica tras estimulación con ACh
(Blanco-Rivero y col., 2007a) y con el agonista α-adrenérgico clonidina (Blanco-Rivero y
col., 2006a), en los que la formación de TXB2 se ve también incrementada en arterias de
animales orquidectomizados. En este sentido, se ha publicado que la administración de
testosterona en células endoteliales de aorta de ratas macho reduce notablemente la
liberación de TXA2 (Myers y col., 1996) mostrando que la liberación de este prostanoide
está regulada hormonalmente.
Estos datos estarían de acuerdo con la hipótesis de que el incremento de aniones superóxido
producido en ausencia de hormonas sexuales masculinas podría activar la PKC (Blanco-
Rivero y col., 2006b) que incrementaría la actividad de la COX en arteria mesentérica de
estos mismos animales.
Por otro lado, a través del peroxinitrito formado al reaccionar el O2.- con el NO, que
aumenta la actividad de la COX (Kulmacz y Wang, 1995), también podríamos explicar la
mayor producción de TXA2 en machos castrados.
Adicionalmente, y de forma independiente a la acción de los andrógenos, nuestros datos
también estarían de acuerdo con lo sugerido por Bachschmid y col. que defienden que la
síntesis de prostanoides está regulada por el estado redox de la célula, de modo que
diferentes especies reactivas de oxígeno inhiben la formación de prostanoides
vasodilatadores, mientras que incrementa la producción de prostanoides vasoconstrictores
(Bachschmid y col., 2005).
Participación del TXA2 en la liberación de NO endotelial.
Con el fin de analizar si la inhibición de la síntesis de TXA2 modificaba la liberación de
NO, ésta se midió en presencia de furegrelato, tanto en arterias de animales controles como
de castrados. La incubación con furegrelato no modificó la liberación de NO en el grupo
control (fig.27). Sin embargo, en animales orquidectomizados la incubación con furegrelato
disminuyó la síntesis de NO, indicando que al disminuir la síntesis de TXA2 se reduce
también la de un vasodilatador como el NO (fig.27).
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Estos resultados indicarían que en aortas de ratas castradas el TXA2 endógeno está
modulando positivamente la liberación de NO.
Actualmente, la interacción entre prostanoides y NO está siendo objeto de estudio (Mollace
y col., 2005). De hecho, en plaquetas está descrito el detrimento de la actividad de la NOS
inducida por inhibidores de la COX siendo responsables la inhibición del TXA2 y la
reducción de Ca2+ intracelular (Chen y col., 1997).
En nuestras condiciones experimentales, a pesar de que la síntesis de NO se ve disminuida
en presencia de furegrelato en animales orquidectomizados, la relajación a ACh es mayor,
por lo que se investigó el papel de otros prostanoides implicados en esta respuesta y su
interacción con el TXA2.
III.b2. Participación de PGI2 en la respuesta inducida por la ACh.
En los vasos sanguíneos, la PGI sintasa es la responsable de la producción de PGI2 (Vane y
col., 1998), vasodilatadora y antiagregante (Higgs y Moncada, 1983) y sus niveles se ven
aumentados en aterosclerosis (Fitzgerald y col., 1987), e hipertensión (Blanco-Rivero y
col., 2005b).
El inhibidor de la síntesis de PGI2, TCP (10 µM), disminuyó la respuesta vasodilatadora a
ACh en mayor medida en las arterias de ratas orquidectomizadas que en controles (fig.28).
Los valores de Emax y log EC50 se incluyen en la tabla 9.
Figura 27: Efecto del furegrelato (1 µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y la estimulada
con ACh (0,1 nM – 10 µM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente a la liberación
basal de NO; + p<0,01 frente a su correspondiente control.
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Tabla 9. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 88,15 ± 2,5 -7,14 ± 0,06 93 ± 2,67 * -7,3 ± 0,07 *
TCP 71,02 ± 3,5 + -7,30 ± 0,12 67,19 ± 3,2 # -7,41 ± 0,12
* p< 0,05 vs ratas control; + p< 0,01 vs condición control en ratas control; # p< 0,001 vs condición control en
ratas orquidectomizadas.
Este resultado podría indicar un mayor papel vasodilatador de la PGI2 en arterias de
animales castrados, debido a alteraciones en la síntesis de PGI2 y/o en su efecto vasomotor.
Aunque, una vez más, no se puede descartar la modulación en la liberación/función de otros
factores.
Liberación de PGI2 inducida por ACh
Para analizar el efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la liberación de la PGI2
en la respuesta a ACh, se midió la producción de su metabolito estable 6-keto-PGF1α
inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM). Los resultados obtenidos muestran una mayor síntesis
de 6-keto-PGF1α estimulada por ACh en animales orquidectomizados (fig.29).
Figura 28: Efecto del TCP (10 µM) sobre las curvas concentración-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM
- 10 µM) en segmentos de aorta de ratas control y orquidectomizadas. Los resultados (media ± EEM) se
expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción con 5-HT, 1 μM (controles 1142 ± 129 mg;
controles+TCP 1284 ± 155 mg; castrados 1073 ± 278 mg; castrados+TCP 1345 ± 95 mg; p>0,05). El
número de animales está indicado entre paréntesis. *p<0,01 frente a su correspondiente control.
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Estos resultados estarían de acuerdo con lo publicado en el síndrome de humano de
agregación plaquetaria en el que la síntesis de PGI2 se eleva paralelamente al TXA2
(Fitzgerald, 1991; Caughey y col., 2001). Este incremento en la liberación de PGI2 observado
en aortas de machos orquidectomizados podría ser debido a la superproducción de aniones
superóxido observada en estas ratas (Blanco-Rivero y col., 2006b), avalando el concepto de
la regulación redox de la síntesis de prostanoides propuesta por Bachschmid y col. (2005).
Reactividad vascular a PGI2
Con el fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGI2 debidas a las
hormonas sexuales masculinas se realizaron curvas concentración-respuesta a PGI2 (0,1
nM- 1 μM). El resultado obtenido fue una mayor relajación en machos controles que en
orquidectomizados p<0,001 (fig.30, tabla 10).
Figura 29: Liberación de 6-keto-PGF1α inducida por ACh (0,1 nM -10 μM) en aorta de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresaron como pg 6-keto-PGF1α
/ml mg tejido. Siendo n el número de animales. *p<0,05 frente a su control.
Figura 30: Curvas concentración-respuesta al Prostaglandina I2 en aortas de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la contracción
con 5-HT, 1 Μm (control 682 ± 71 mg; castrado 1144 ± 46 mg). El número de animales está
indicado entre paréntesis.* p<0,01 frente a su control.
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Tabla 10. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
PGI2 en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
PGI2 39,07 ± 2,4 -7,4 ± 0,2 25,45 ± 4,5 * -7,2 ± 0,39
* p< 0,05 vs ratas control.
La disminución del efecto vasodilatador de PGI2 en machos castrados puede ser debido a
diferencias en la expresión de receptores IP y/o a diferencias en la cascada de señalización
tras la activación del receptor. Se sabe que los receptores IP están acoplados a proteínas Gs
que activan la AC incrementando los niveles de AMPc y produciendo relajación del
músculo liso, en lo que a esto respecta hemos observado que la relajación inducida por el
activador de la AC, forskolina fue similar en arterias de ratas control y orquidectomizadas
(fig.31) de lo que se deduce que las diferencias no están en este punto de la cascada de
señalización de la PGI2.
Este resultado sugiere que en la disminución en la respuesta a PGI2 en aortas de ratas
orquidectomizadas, aunque no se puede descartar que la expresión de los IP estuviera
modificada, estaría participando la activación de los receptores TP ya que se ha descrito que
un incremento en la producción de PGI2 puede activar los receptores TP produciendo
contracción contrarrestando el efecto vasodilatador (Blanco-Rivero y col., 2005b).
Figura 31: Curvas concentración-respuesta a Forskolina (10 nM-10 M) en aortas de ratas
control y orquidectomizadas. Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de
la contracción con 5-HT, 1 μM. El número de animales está indicado entre paréntesis.
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Participación de la PGI2 en la liberación de NO inducida por ACh.
Puesto que está descrito que la PGI2 activa la AC incrementando el AMPc y activando la
PKA que, entre otros efectos, activa la eNOS (Ray y Marshall, 2006), continuamos con el
estudio evaluando el efecto de este prostanoide sobre la liberación de NO inducida por
ACh.
La incubación con TCP (10 µM), inhibidor específico de la síntesis PGI2, no modificó la
liberación de NO ni en animales controles ni en los castrados (fig.32).
Estos resultados sugieren que en la respuesta a ACh en presencia del TCP no existe una
participación adicional del NO. Existen evidencias considerables de la relación entre los
sistemas del TXA2 y PGI2 (Cheng y col., 2002): así el TXA2 derivado de las plaquetas
induce la formación de PGI2 en células endoteliales (Caughey y col., 2001); del mismo
modo se ha descrito que los agonistas de los receptores TP inducen la liberación de PGI2 de
las células endoteliales (Marcus y col., 1980). Por otra parte se ha publicado que la
inhibición de la TXA2 sintasa incrementa la síntesis de PGI2 in vitro (Nowak y FitzGerald,
1989). Estos resultados ponen de manifiesto que, la formación y actividad de los dos
prostanoides pueden interaccionar a través de múltiples mecanismos.
Por tanto, analizamos el efecto funcional de la inhibición simultánea de la síntesis de ambos
prostanoides. Observamos que la coincubación de las arterias con TCP y furegrelato
revertió la disminución de la respuesta a ACh causada por el TCP en arterias de ratas
Figura 32: Efecto del TCP (10 µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y la estimulación con
ACh (0,1 nM -10 μM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron
como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente a la liberación basal de NO.
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controles, mostrando así la existencia de un balance entre TXA2 y PGI2 en arterias de estos
animales (fig.33). Sin embargo, en arterias de ratas orquidectomizadas, la coincubación con
TCP y furegrelato no revirtió completamente el detrimento en la respuesta vasodilatadora
causada por el TCP, indicando la participación de otros prostanoides contráctiles distintos a
la PGI2 y TXA2. Estos prostanoides activarían también los receptores TP ya que la
coincubación del TCP con SQ29,548 revertió completamente la disminución de la
respuesta a ACh producida por el TCP (fig.33). Los valores de Emax y del log EC50 están
indicados en la tabla 11.
Tabla 11. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 88,15 ± 2,5 -7,14 ± 0,06 93 ± 2,67 * -7,3 ± 0,07 *
TCP + Furegrelato 80,76 ± 4,9 -7,34 ± 0,15 77,5 ± 3,6 # -7,42 ± 0,12
TCP + SQ29,548 83,31 ± 3,4 -7,19 ± 0,09 86,13 ± 3,62 -6,69 ± 0,18
* p< 0,05 vs ratas control; # p< 0,001 vs condición control en ratas orquidectomizadas.
Figura 33: Efecto del TCP (10 µM)+furegrelato (0,1 µM) y TCP (10 µM)+ SQ29,548 (0,1 µM) sobre las
curvas concentración-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM - 10 µM) en segmentos de aorta de ratas control y
orquidectomizadas. Los resultados (media ± EEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la
contracción con 5-HT, 1 μM (controles 1142 ± 129 mg; controles+TCP+furegrelato 1483 ± 289 mg;
controles+TCP+SQ29,458 1146 ± 79 mg; castrados 1073 ± 278 mg; castrados+TCP+furegrelato 1334 ± 229
mg; castrados+TCP+SQ29,458 1045 ± 144 mg, p>0,05). El número de animales está indicado entre
paréntesis. *p<0,05 frente a su correspondiente control.
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En las anteriores condiciones experimentales se analizó el efecto de la inhibición de ambos
prostanoides sobre la liberación de NO coincubando con TCP y furegrelato.
La incubación con TCP y furegrelato no produjo diferencias significativas en las
liberaciones basales ni en arterias de animales controles ni de orquidectomizados. Sin
embargo, observamos una disminución de la liberación de NO estimulada por ACh en
animales controles que no se produce en orquidectomizados (fig.34).
Estos resultados indican que la liberación del NO está regulada por otros factores que
actúan cuando la síntesis de TXA2 y la PGI2 están inhibidas y que esta regulación también
está bajo control hormonal.
III.b3. Participación de la PGF2α en la respuesta inducida por la ACh.
Puesto que existen otros derivados de COX-2, distintos del TXA2 y PGI2, capaces de
activar los receptores TP, como puede ser la PGE2 (Gluais y col., 2007) y la PGF2α
(Cracowski y col., 2002) y que pueden estar incrementadas cuando la síntesis de TXA2 y
PGI2 están inhibidas (Bachschmid y col., 2005) se investigó la liberación de ambos
inducida por ACh así como su efecto vasomotor.
Figura 34: Efecto del furegrelato (1 µM) + TCP (10 µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal
y la estimulación con ACh (0,1 nM – 10 µM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente a
la liberación basal de NO; + p<0,05 frente a su correspondiente control.
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Liberación de PGF2α inducida por ACh
Para analizar el efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la liberación de la PGF2α
en la respuesta a ACh, se midió la producción de su metabolito estable 13,14-dihydro-15-
keto-PGF2α inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM). La liberación de 13,14-dihydro-15-keto-
PGF2α inducida por ACh, aunque muestra valores muy bajos, se incrementó en animales
orquidectomizados (fig.35).
Reactividad vascular a PGF2α
Se realizaron curvas con PGF2α (1 nM- 1 µM) con el fin de determinar las diferencias en la
sensibilidad del músculo liso a este prostanoide y se obtuvo una contracción similar en
ambos grupos de animales (fig.36, tabla 12).
Figura 35: Producción de 13,14-dihydro-15-keto-PGF2α inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM) en segmentos
de aorta de ratas control y orquidectomizadas. Resultados (media + EEM) están expresados como pg 13,14-
dihydro-15-keto PGF2α/ml mg tejido. Siendo n el número de animales. *p<0,05 frente a su contol.
Figura 36: Curvas concentración-respuesta PGF2α (1 nM- 1 µM) en aortas de ratas control y orquidectomizadas.
Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la contracción de KCl 75 mM (control 1692 ±
124 mg; castrado 1900 ± 349 mg). El número de animales está indicado entre paréntesis.
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Tabla 12. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de contracción) y el log EC50 a
PGF2α en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
PGF2α 12,82 ± 2,15 -7,25 ± 0,3 17,24 ± 1,6 -7,13 ± 0,19
Dada su escasa respuesta vasoconstrictora, el efecto que puede ejercer este prostanoide en
la respuesta inducida por ACh no parece ser muy importante.
III.b4. Participación de la PGE2 en la respuesta inducida por la ACh.
Puesto que la producción de PGF2α y su efecto vasoconstrictor en animales controles y
castrados es tan reducida, se decidió investigar la liberación de PGE2 y su efecto vasomotor.
Liberación de PGE2 inducida por ACh
La liberación de PGE2 inducida por ACh fue mayor en machos orquidectomizados (fig.37).
Existen publicaciones que atribuyen a las hormonas sexuales masculinas cierto papel en la
regulación de la liberación de PGE2, en cuanto a que el tratamiento con testosterona reduce
Figura 37: Producción de PGE2 inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM) en segmentos de aorta de ratas control y
orquidectomizadas; efecto del TCP (1µM) + furegrelato (1µM) en la producción de PGE2 inducida por ACh
(0,1 nM -10 μM). Resultados (media + EEM) están expresados como pg PGE2/ml mg tejido. El número de
animales está indicado entre paréntesis. *p<0,05 frente al control correspondiente; +p<0,05 comparando las
arterias en ausencia de TCP y furegrelato; #p<0,05 comparando con arterias de machos orquidectomizados en
presencia de TCP + furegrelato.
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notablemente la producción de este prostanoide en células endoteliales de aorta (Myers y
col., 1996) o que la orquidectomía incrementa la liberación de PGE2 y la expresión de la
PGE2 sintasa microsomal en ratas hipertensas (Sullivan y col., 2005).
Se analizó el efecto de los inhibidores de la síntesis de TXA2 y PGI2 en la liberación de
PGE2 inducida por ACh. Se observó que, en estas condiciones experimentales, la ACh
indujo un producción de PGE2 mucho mayor, posiblemente como consecuencia de un
incremento de la producción de PGH2 y consecuente transformación en PGE2 (Blanco-
Rivero y col., 2007b; Frein y col., 2005). Pero lo que es más importante, la PGE2
incrementó de forma más pronunciada en arterias de ratas orquidectomizadas que en sus
correspondientes controles (fig.37). Este resultado confirma nuestra hipótesis de que
cuando se inhibe la síntesis de PGI2 y TXA2, la síntesis de PGE2 se ve incrementada y
además que esta regulación se halla bajo control hormonal.
Reactividad vascular a PGE2
Con el fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGE2 se realizaron curvas
concentración-respuesta a PGE2 (1 nM- 10 μM). Este prostanoide indujo una contracción
dependiente de concentración que se vio incrementada en machos orquidectomizados
(fig.38, tabla 13).
Figura 38: Curvas concentración-respuesta PGE2 en aortas de ratas control y orquidectomizadas.
Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la contracción de KCl 75 mM
(controles 1278 ± 117 mg; castrados 1375 ± 157 mg). El número de animales está indicado entre
paréntesis. *p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Tabla 13. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de contracción) y el log EC50 a
PGE2 en aorta de ratas control y orquidectomizadas.
Control Orquidectomizado
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
PGE2 30,12 ± 1,3 -5,58 ± 0,2 62,01 ± 1,7 ** -5,57 ± 0,19
** p< 0,001 vs ratas control.
Esta mayor sensibilidad de las células musculares lisas de ratas orquidectomizadas a la
PGE2, puede ser debido a alteraciones en la vía de señalización y/o a diferencias en la
expresión de los distintos subtipos de receptores que median vasodilatación y
vasoconstricción. En este sentido, es importante señalar que en presencia de furegrelato y
TCP, condiciones en la que la síntesis de PGE2 está elevada y la liberación de NO
disminuida, no se modifica la respuesta a ACh en animales controles.
Esto podría explicarse porque la liberación de PGE2 no fuera suficiente para producir un
efecto vasomotor y/o porque la expresión de la receptores EP que median vasodilatación
estuviera incrementada en arterias de animales controles y contrarrestara el efecto
vasoconstrictor de la PGE2.
En resumen, este estudio demuestra que la orquidectomía incrementa la expresión de COX-
2, e induce un desequilibrio en la producción y efecto vasomotor de prostanoides
vasoconstrictores y vasodilatadores (Martorell y col., 2007), siendo los prostanoides
vasoconstrictores los predominantes. Esta situación per se, puede indicar una desventaja en
la función cardiovascular en ausencia de hormonas sexuales masculinas. Anteriormente, se
ha descrito una menor biodisponibilidad del NO en aortas de ratas orquidectomizadas
(Blanco-Rivero y col., 2006b) que podría contrarrestar la respuesta vasodilatadora a ACh.
Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, la respuesta vasodilatadora a ACh está
incrementada en aortas de ratas orquidectomizadas, probablemente como consecuencia de
mecanismos compensatorios, como la activación de canales de KCa por los aniones
superóxido cuya formación está incrementada en machos castrados (Ferrer y col., 1999)
(fig.39).
Este estudio también pone de manifiesto la participación simultánea de múltiples vías de
señalización que confieren al sistema experimental utilizado una enorme complejidad.
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Figura 39: Esquema que muestra el efecto de la orquidectomía sobre la relajación inducida por la ACh. El
esquema muestra que la orquidectomía incrementa la expresión de COX-2 y que cuando la ACh activa los
receptores muscarínicos (M-R) se induce la liberación de PGI2, PGE2, TXA2 y PGF2α; la orquidectomía
incrementa la liberación de PGI2, PGE2 y TXA2. Adicionalmente, cuando se inhibe la síntesis de PGI2 y TXA2
por TCP y furegrelato, respectivamente, la liberación de PGE2 se incrementa, y la orquidectomía incrementa
este efecto. Estos prostanoides a través de sus respectivos receptores específicos ejercen un efecto
vasoconstrictor neto en ratas orquidectomizadas. A pesar de estas modificaciones, la respuesta inducida por
ACh permanece incrementada en aortas de ratas orquidectomizadas. Este resultado probablemente es una
consecuencia de mecanismos compensatorios como el efecto dual de los O2
.-; cuya formación está
incrementada en ratas orquidectomizadas, reduciendo la biodisponibilidad del NO y activando los KCa.
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EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES FEMENINAS SOBRE:
I. Niveles de hormonas en sangre, peso corporal y presión arterial.
La concentración de 17β-estradiol en plasma de hembras ovariectomizadas se ve reducida
en un 30% con respecto a las hembras en estro (p<0,05), resultado que avalan muchas otras
publicaciones (Teede y col., 2001). En determinados experimentos de larga duración con
ovariectomizadas se detectaron niveles significativos de estrógenos en sangre, sugiriendo
que algunos órganos como las glándulas adrenales pueden contribuir a la secreción de
estradiol (Watanobe y Yoneda, 2003).
La ovariectomía aumentó en un 28% el peso de las ratas con respecto a sus controles en
estro (p<0,001) indicando que la pérdida de estrógenos produce alteraciones en el balance
de energía y en el metabolismo lipídico, como se ha descrito anteriormente (Teede y col.,
2001; Lemieux y col., 2003; Choi y col., 2005; Ferrer y col., 1996).
La ovariectomía no modificó las presiones sanguíneas de acuerdo con lo publicado
anteriormente (Conrad y col., 1994; Ferrer y Osol, 1998) (tabla 14).
Estro Ovariectomizada
Niveles de estrógenos en plasma (pg/ml) 385,9 ± 34 a (9) 297,4 ± 35 b (8)
Peso del animal (g) 292,7 ± 10,4 c (31) 375,7 ± 4,9 d (22)
Presiones sanguíneas 121,5 ± 3,5 (6) 132,5 ± 9,5 (6)
Tabla 15. Efecto de la orquidectomía sobre: los niveles de testosterona en plasma, el peso del animal y las
presiones sanguíneas.Los valores (media ± EEM) el número de animales viene indicado entre paréntesis. a-b
p<0,01, c-d p<0,001
Por tanto los resultados obtenidos en nuestro estudio no van acompañados de cambios
hemodinámicos y son producidos por la pérdida parcial de estógenos.
II. Respuesta contráctil inducida por KCl y 5-HT.
La respuesta contráctil inducida por 75 mM de KCl fue similar en ambos grupos de
animales (controles 1346 ± 60 mg, n=42; ovariectomizadas 1425 ± 75 mg, n=33 p>0,05) tal
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y como ya había sido publicado en estudios previos en arteria mesentérica (Minoves y col.,
2002) y aorta (Tejera y col., 1999). Sin embargo, también existe controversia en este punto,
ya que se ha descrito un incremento en la contracción a KCl tanto en ratas ovariectomizadas
(Paul y col., 2007) como en ratas tratadas con estradiol (Aikawa y col., 2003). Sin embargo,
se han publicado estudios en los que el tratamiento con estrógenos incrementa el número y
densidad de canales de Ca2+ (Rendt y col., 1992) o produce un efecto hipertrófico muscular
aumentando la función contráctil (Aikawa y col., 2003), por lo que los modelos y
condiciones experimentales parecen jugar un papel decisivo.
La respuesta contráctil inducida por 1 μM de 5-HT fue similar (controles 807,5 ± 69 mg;
ovariectomizadas 935 ± 56 mg, n=33 p>0,05) en ambos grupos de animales. Estos
resultados difieren de otras publicaciones en las que atribuyen a los estrógenos la capacidad
de incrementar la respuesta a serotonina en arteria carótida de rata (Mehrotra y col., 2007).
Se han descrito diferencias de género en las respuestas contráctiles a diferentes agonistas,
aunque existe controversia sobre la naturaleza de estas diferencias, con variaciones
dependiendo del lecho, agonista y especie estudiada. En nuestro estudio la contracción
inducida por KCl fue menor en hembras que en machos. Se sabe que la despolarización de
la membrana por KCl estimula la entrada de Ca2+ aunque la razón de las diferencias que se
encuentran en esta contracción debidas al género no están claras, pero puede deberse a
diferencias en la densidad de canales de Ca2+ en la membrana plasmática, o a su
permeabilidad al Ca2+ dependiendo de la presencia o ausencia de estrógenos. Esto se ha
podido comprobar en cardiomiocitos de ratones deficientes en receptores de estrógenos, en
las que aumenta la expresión de canales de Ca2+ tipo L. Además, la corriente de Ca2+ tipo L
es mayor en machos que en hembras (Johnson y col., 1997; Bowles, 2001).
Adicionalmente, se ha descrito que tanto los estrógenos (Zhang y col., 2006) como los
andrógenos (Foradori y col., 2007) pueden modificar la sensibilidad de los filamentos de
actina por el Ca2+.
El endotelio juega un papel importante en la regulación del tono arterial mediante la
liberación de factores vasodilatadores y contráctiles dependientes del endotelio. El
detrimento de la biodisponibilidad de NO derivado del endotelio, es reconocido como un
importante promotor de las enfermedades cardiovasculares. El efecto estimulatorio de
esteroides femeninos en general y de los estrógenos en particular sobre la producción de
NO ha sido el objeto de múltiples estudios (Hishikawa y col., 1995; Wiener y col., 1994).
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Teniendo en cuenta que la ACh es capaz de inducir la formación de NO y prostanoides
(Mitchell y col., 1992; Schulz y col., 1992), se estudió de forma similar al indicado en ratas
macho el efecto vasodilatador de la ACh así como la participación del NO y prostanoides
en dicha respuesta en presencia y ausencia de hormonas femeninas.
III. Respuesta vasodilatadora inducida por ACh
La respuesta vasodilatadora a ACh exógena fue similar en hembras controles y en
ovariectomizadas (fig.40) hecho que avalan otras publicaciones (Zhou y col., 2005, Tejera
y col., 1999).
Esto difiere de lo publicado por otros grupos de investigación dónde la ovariectomía
reducía la relajación a ACh en aorta de rata (Figar y col., 2006, Castillo y col., 2005; Cheng
y col., 1994) o en femoral de conejo (Gisclard y col., 1988). Estas diferencias pueden ser
debidas a la edad, cepa del animal o al tratamiento con estrógenos. Esta heterogeneidad en
los efectos de los estrógenos en la modulación de la relajación dependiente de endotelio a
ACh puede reflejar cambios en la liberación y/o función de los distintos factores
endoteliales, dependiendo del lecho estudiado y condiciones experimentales.
Si comparamos en ambos sexos la relajación inducida por ACh observamos un incremento
de la misma en hembras con respecto a los machos controles, argumento que ha sido usado
Figura 40: Vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -10 μM) en segmentos de aorta de
hembras controles y ovariectomizadas. Los resultados (media ± EEM) se expresan como
porcentaje de la inhibición de la contracción con 5-HT 1 μM (controles 807,5 ± 69 mg;
ovariectomizadas 935 ± 56 mg). El número de animales en cada grupo está indicado entre
paréntesis.
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en numerosas publicaciones a favor del papel cardioprotector de las hormonas sexuales
femeninas (Kauser y Rubanyi, 1994; Momoi y col., 2003, Fletcher y Colditz, 2002), sin
tener en cuenta el potencial efecto cardioprotector de los andrógenos en machos, como
posteriormente se ha demostrado (Jones y col., 2004; Martorell y col., 2007).
Como se ha descrito anteriormente para las hormonas sexuales masculinas, no se puede
descartar que las hormonas sexuales femeninas modulen la participación del NO y de los
distintos prostanoides en dicha respuesta aunque la ovariectomía no modifique la respuesta
a ACh, por lo que será analizado a continuación.
III.a. Participación del NO endotelial
Con el fin de analizar la implicación del NO endotelial en la respuesta a ACh segmentos de
ambos grupos de animales se incubaron con L-NAME. La preincubación con L-NAME
(0,1 mM), redujo la respuesta a ACh en hembras controles de lo que se deduce que la
respuesta vasorelajadora a ACh es debida principalmente al NO. Por el contrario, la
incubación con L-NAME en segmentos de hembras ovariectomizadas redujo en menor
medida la respuesta a ACh (fig.41). Los valores de Emax y EC50 están incluidos en la tabla
16.
Figura 41: Efecto de L-NAME (0,1 mM) sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM -10 μM) en
segmentos de aorta de hembras controles y ovariectomizadas. Los resultados (media ± EEM) se expresan
como porcentaje de la inhibición de la contracción con 5-HT 1 μM (controles 807,5 ± 69 mg; controles +
L-NAME 1147 ± 95 mg; ovariectomizadas 935 ± 56 mg; ovariectomizadas + L-NAME 906 ± 54 mg). El
número de animales en cada grupo está indicado entre paréntesis. *p<0,001 comparando con la situación
control.
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Tabla 16. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 92,19 ± 2,3 -7,47 ± 0,06 93,53 ± 2,5 -7,48 ± 0,07
L-NAME 30,32 ± 5,8 + -7,29 ± 0,50 53,93 ± 7,5 * # -7,26 ± 0,33
* p< 0,05 vs ratas control; + p< 0,01 vs condición control en ratas control; # p< 0,001 vs condición control en
ratas ovariectomizadas.
Estas diferencias podrían ser debidas a la disminución en la formación de NO en hembras
ovariectomizadas, la disminución del efecto vasomotor del NO y/o al incremento de
sustancias vasoconstrictoras que contrarresten el efecto dilatador del NO.
Reactividad vascular al Nitroprusiato sódico (SNP)
La vasodilatación inducida por SNP no se vio modificada por la ovariectomía, indicando
que los estrógenos no alteran la sensibilidad del músculo liso vascular al donante de NO
como también había sido publicado en aorta de rata (Yamaguchi y col., 2001) (fig.42).
Figura 42: Efecto vasodilatador de SNP (0,1 nM -10 μM) en aorta de ratas hembras control y
ovariectomizadas. Los resultados (medias ± EEM) se expresaron como porcentaje de la
inhibición de la contracción inducida por 1 µM de 5-HT (control, 1107 ± 88 mg;
ovariectomizadas, 1040 ± 72 mg). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis.
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Tabla 17. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
SNP en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
SNP 101,8 ± 4 -8,43 ± 0,19 101,5 ± 3,7 -8,47 ± 0,19
Al igual que en machos, la respuesta al donante de NO no sufre diferencias por la
gonadectomía, si bien es verdad, la vasodilatación inducida por el SNP es más pronunciada
en hembras que en machos como ya había sido publicado (Kahonen y col., 1998),
indicando una modulación dependiente del sexo.
Expresión de eNOS
Teniendo en cuenta que la participación del NO endotelial inducida por ACh parece mayor
en hembras en estro y sin embargo la sensibilidad del músculo liso al NO no varía, se
analizó si la expresión de eNOS se veía modificada por la ovariectomía, observándose que
no existían diferencias entre ambos grupos (fig.43).
A)
B)
Figura 43: Western blot representativo para la expresión de eNOS en segmentos de aorta de
ratas hembras en estro y ovariectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro segmentos
separados de cada grupo de animales. El panel B muestra el análisis densitométrico de la
expresión de eNOS. Los resultados (medias + EEM) se expresaron como el ratio entre la señal
obtenida para eNOS y la obtenida para la α-actina.
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Con respecto a la regulación de la expresión de la eNOS por estrógenos, los resultados son
contradictorios. Se ha descrito que los estrógenos no modifican (Nawate y col., 2005) e
incrementan (Hishikawa y col., 1995; Gonzales y col., 2001) la expresión de la eNOS a
través de distintos mecanismos que incluyen el incremento de Ca2+ en la célula endotelial
(Weiner y col., 1994) y a la presencia de elementos de respuesta a estrógenos en el
promotor de la eNOS modulando su expresión (Marsden y col., 1993). Por lo tanto, la
regulación de la expresión de eNOS por los estrógenos es controvertida y difiere
dependiendo del lecho estudiado, cepa del animal y posible tratamiento con estrógenos.
Liberación de NO inducida por ACh.
El siguiente paso, por tanto, consistió en analizar la liberación de NO basal e inducida tras
la estimulación con ACh en aortas de hembras control y ovariectomizadas. La ovariectomía
no produjo cambios en la liberación basal ni en la estimulada por ACh (fig.44).
Estos resultados concuerdan con otras publicaciones en las que muestran que el tratamiento
de ratas ovariectomizadas con hormonas sexuales femeninas no incrementa la liberación de
NO en aorta de rata (Vedernikov y col., 1997).
Puesto que la expresión de la eNOS no varió por la ovariectomía y no se modificó la
liberación de NO, se podría hipotetizar que la actividad de la enzima no se ve alterada por
Figura 44: Efecto de ovariectomía sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y
estimulada por ACh. El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados
se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05
frente a la liberación basal de NO.
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el déficit de hormonas como ha sido descrito (Barber y Miller, 1997; Riveiro y col., 2001).
Sin embargo, existen publicaciones que muestran que los estrógenos incrementan la
actividad de la eNOS (Weiner y col., 1994; Wellmann y col., 1996; Meyer y col., 1997)
regulando la entrada de Ca2+ (Hishikawa y col., 1995; Hayashi y col., 1992). Esta
variabilidad de los efectos del estradiol en las respuestas vasculares puede ser debido a las
distintas especies estudiadas, la concentración y duración del tratamiento con estrógenos,
y/o del lecho vascular estudiado. No se obtuvieron diferencias entre la liberación de NO de
hembras en estro y machos, sin embargo hay estudios que afirman que las hormonas
sexuales femeninas incrementan la liberación de NO en hembras comparados con los
machos (Teede y col., 2001; Hayashi y col., 1992; Kauser y Rubanyi, 1994).
III.b. Participación de prostanoides
Teniendo en cuenta que los estrógenos pueden modular la expresión de COX y por tanto la
liberación de distintos prostanoides, de forma similar a lo descrito para las hormonas
sexuales masculinas, se analizó si las hormonas sexuales femeninas regulan la participación
de prostanoides en la respuesta inducida por ACh.
Expresión de la COX-1 y COX-2
La ovariectomía no modificó la expresión de COX-1, sin embargo, aumentó la expresión de
COX-2 (fig .45).
A)
B)
Figura 45: Western blot representativo para la expresión de COX-1 y COX-2 en segmentos de aorta hembras en
estro y ovariectomizadas (A). La figura es representativa de cuatro y ocho segmentos separados de cada grupo de
animales. El panel B muestra el análisis densitométrico de la expresión de COX-1/2. Los resultados (medias +
EEM) se expresaron como el ratio entre la señal obtenida para COX-1/2 y la obtenida para la α-actina. *p<0,05.
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Teniendo en cuenta que las ROS activan la COX-2 (Feng y col., 1995; Kulmacz y Wang,
1995), y sabiendo que los aniones superóxido están incrementados por la ovariectomía
(Sagredo y col., 2007), se podría de este modo explicar el incremento de la expresión de COX-
2 en ratas castradas. Sin embargo, estos resultados difieren de otros estudios dónde se sugiere
que los estrógenos incrementan la expresión de COX-1 (Korita y col., 2004) y COX-2 (Pedram
y col., 2002). Por ejemplo, en cultivos de células endoteliales humanas, los estrógenos inducen
la expresión de COX-2 (Pedram y col., 2002). Del mismo modo los estrógenos incrementan la
producción de prostanoides en células endoteliales de vena umbilical humana mediante el
incremento de la expresión de COX-2 pero no de COX-1 (Akarasereenont y col., 2000). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que los cultivos celulares están sometidos a periodos de
exposición a estrógenos bastante más cortos que las ratas de nuestro modelo experimental.
Además, teniendo en cuenta que las células endoteliales aisladas no están sometidas a los
mismos estímulos que las células que se encuentran formando parte de la pared arterial, los
resultados no son comparables en su totalidad. Debido a las diferencias observadas hasta el
momento, se estudió la participación de los distintos derivados de COX en la respuesta a ACh.
Participación de COX-1 y COX-2 en la respuesta inducida por ACh
La preincubación con el SC-560 y con NS-398, produjo una reducción en la respuesta a ACh en
segmentos de hembras en estro. Sin embargo, en arterias de ovariectomizadas la incubación con
SC-560 no produjo cambios en la relajación a ACh, pero fue disminuida por el NS-398 (fig.46,
tabla 18).
Figura 46: Efecto del SC-560 (0,1 µM) y el NS-398 (10 µM) sobre las curvas concentración-respuesta a ACh en
segmentos precontraídos con 5-HT de hembras control y ovariectomizadas. Los resultados (medias + EEM) se
expresaron como inhibición de la contracción producida por 1µM de 5-HT (control, 807 ± 69; control + SC-560, 685 ±
70; control + NS-398, 667 ± 69; ovariectomizadas, 935 ± 56 mg; ovariectomizadas + SC-560, 767 ± 115;
ovariectomizadas + NS-398, 904 ± 118). El número de animales se indicó entre paréntesis. *p<0,05, **p<0,001
comparando con la situación control.
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Tabla 19. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 92,19 ± 2,3 -7,47 ± 0,06 93,53 ± 2,5 -7,48 ± 0,07
SC-560 83,17 ± 3,6 + -7,27 ± 0,1 92,02 ± 4,2 * -7,35 ± 0,11
NS-398 78,05 ± 3,5 + -7,32 ± 0,11 85,20 ± 0,2 # -7,14 ± 0,07 #
* p< 0,05 vs ratas control; + p< 0,05 vs condición control en ratas control; # p< 0,001 vs condición control en
ratas ovariectomizadas.
La disminución de la relajación en hembras controles en presencia de ambos inhibidores
sugiere que los derivados de ambas isoformas participan en la respuesta vasodilatadora, y
que al inhibir una de las isoformas se incremente la actividad de la otra, y/o que se
modifique la liberación y/o señalización del NO.
La disminución de la relajación a ACh en presencia de NS-398 en hembras
ovariectomizadas nos sugiere que derivados de COX-2 vasodilatadores, puedan estar
implicados en la relajación a ACh en hembras ovariectomizadas. En este sentido Vizioli y
col. (2005) investigaron la implicación de los prostanoides en la respuesta a ACh y
determinaron que juegan un papel importante, aproximadamente de un 20%, en la
relajación vascular a ACh. Sin embargo, puesto que se ha publicado que inhibidores de
COX-2 amplifican la señalización NO/GMPc, nos permite especular que las hormonas
sexuales femeninas podrían regular la contribución de diferentes prostanoides en la
respuesta mediada por ACh. También existe la posibilidad de que la inhibición de la COX
produzca alteraciones en la síntesis de NO, como se ha descrito anteriormente (Mollace y
col., 2005).
Participación de productos derivados de COX en la liberación de NO inducida por ACh
Por lo tanto, el siguiente paso consistió en estudiar el efecto de las dos isoformas de la
COX, sobre la liberación de NO inducida por ACh. El inhibidor de COX-1, SC-560
incrementó la liberación de NO en hembras en estro mientras que NS-398 no produjo
diferencias. En hembras ovariectomizadas los inhibidores de ambas isoformas de COX
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produjeron una disminución en la liberación de NO tanto basal como estimulada por ACh
(fig.47).
Estos resultados indican que los efectos de COX-1 y COX-2 sobre la liberación de NO
endotelial están modulados por los niveles de hormonas sexuales femeninas endógenas. El
incremento de NO en hembras controles en presencia de SC-560, apoyaría la sugerencia de
que los prostanoides que participan en la respuesta a ACh fueran vasodilatadores
predominantemente.
El detrimento en la liberación de NO en hembras ovariectomizadas en presencia de ambos
inhibidores podría contribuir a la reducción de la respuesta a ACh en presencia de NS-398
pero no se puede descartar la participación de prostanoides vasocontráctiles. Por lo tanto se
analizará a continuación la participación de los distintos prostanoides en la respuesta a ACh
en arterias de ratas controles y ovariectomizadas.
III.b1. Participación del TXA2 en la respuesta inducida por la ACh.
Para analizar el posible papel funcional del TXA2 se realizaron curvas de ACh en presencia
de furegrelato (1 μM), inhibidor específico de la síntesis del TXA2 o de SQ29,548 (1 μM),
Figura 47: Efecto del NS-398 (10 µM) y SC-560 (50 nM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal
y estimulada por ACh. El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente a la liberación
basal de NO; + p<0,05, ++ p<0,01 frente a su correspondiente control.
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agonista del receptor TP. Observamos que ninguno de los dos fármacos modificaba la
relajación inducida por ACh en arterias de animales controles. En arterias de ratas
ovariectomizadas el furegrelato no modificó la respuesta vasodilatadora a ACh mientras
que el SQ29,548 la disminuyó (fig.48, tabla 19).
Tabla 19. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 92,4 ± 3,2 -7,4 ± 0,06 94,15 ± 2,3 -7,5 ± 0,07
Furegrelato 93,21 ± 3,8 -7,5 ± 0,11 100,9 ± 5,1 -7,4 ± 0,14
SQ29,548 90,39 ± 5,6 -7,5 ± 0,17 91,53 ± 4,1 -7,2 ± 0,11 # *
* p< 0,05 vs ratas control; # p< 0,05 vs condición control en ratas ovariectomizadas.
Estos resultados parecen indicar que el TXA2 no participa en la respuesta a ACh en
hembras en estro ni en ovariectomizadas y además que en estas últimas existen otros
prostanoides vasoconstrictores implicados que no actúan a través de los TP.
Figura 48: Efecto del furegrelato (0,1 µM) y SQ29,548 (10 µM) sobre las curvas concentración-respuesta
inducidas por ACh en segmentos de aorta de hembras controles y ovariectomizadas. Los resultados (media ±
EEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la contracción con 5-HT 1 Μm (control, 807 ± 69 mg;
control + furegrelato, 1020 ± 69 mg; control + SQ29,548, 880 ± 84 mg; ovariectomizadas, 935 ± 56 mg;
ovariectomizadas + furegrelato, 1008 ± 87 mg; ovariectomizadas + SQ29,548, 925 ± 160 mg). El número de
animales está indicado entre paréntesis.
Resultados y discusión
95
En cualquier caso no se puede descartar cambios en la respuesta vasomotora y/o en la
liberación del TXA2.
Reactividad vascular al TXA2
Para estudiar la posible variación en la sensibilidad al TXA2, se realizaron curvas
concentración-respuesta al mimético del TXA2, U-46619 (0,1 nM- 1 μM), obteniendo una
contracción dependiente de concentración mayor en hembras ovariectomizadas que en sus
controles (fig.49, tabla 20).
Tabla 20. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de contracción) y el log EC50 a
U-46619 en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
U-46619 258,4 ± 10,7 -7,46 ± 0,07 321,2 ± 24,8 * -7,65 ± 0,14
* p< 0,05 vs ratas control.
Estos resultados estarían de acuerdo con lo publicado por Karanian y col. que defienden
que los receptores de prostanoides están regulados hormonalmente en aorta de rata
(Karanian y col., 1981). En mesentérica se ha publicado un incremento en la sensibilidad de
Figura 49: Curvas concentración-respuesta al mimético del TXA2, U-46619 (0,1 nM- 1 μM)
en aortas de hembras estro y ovariectomizadas. Los resultados (media ± EEM) están
expresados en porcentaje de la contracción de KCl 75mM (control, 1232 ± 81 mg;
ovariectomizadas, 1387 ± 134 mg). El número de animales está indicado entre paréntesis.
*p<0,05 comparando con la situación control.
Resultados y discusión
96
los receptores de TP debida a la ovariectomía (Davidge y Zang, 1998). Esto difiere con lo
publicado por Li y Stallone dónde la pérdida de hormonas sexuales femeninas produce un
detrimento en la contracción a U-46619 (Li y Stallone, 2005).
La respuesta contráctil a U-46619 fue significativamente mayor en hembras que en machos
como ya se había publicado en aorta (Li y Stallone, 2005) y en arterias pulmonares (Farhat
y Ramwell, 1992) de rata. De hecho, estudios previos en cultivos de células musculares
lisas de aorta de rata describen que el número de lugares de unión del TXA2 por célula es
mayor en hembras que en machos (Matsuda y col., 1995), resultados que explicarían la
mayor sensibilidad al U-46619.
Liberación de TXA2 inducida por ACh
Se midió la producción de TXB2, metabolito estable de TXA2 inducida por ACh (0,1 nM –
10 µM). Se obtuvo un ligero incremento en la producción de TXA2 en hembras
ovariectomizadas (fig.50). Sin embargo, también se debe tener en cuenta que el incremento
de este prostanoide fue mucho mayor en situación basal.
Participación del TXA2 en la liberación de NO endotelial.
Con el fin de analizar la posible interacción entre el TXA2 y la liberación del NO inducida
por ACh, se incubaron las arterias de ambos grupos de animales con furegrelato, inhibidor
Figura 50: Liberación de TXB2 inducido por ACh (0,1 nM – 10 µM) en aorta de hembras
control y ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresaron como pg TXB2/ml
mg tejido. Siendo n el número de animales. *p<0,05 comparando con la situación control.
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de la síntesis de TXA2. En presencia de furegrelato se incrementó la liberación de NO tanto
basal como estimulada por ACh en arterias de hembras en estro mientras que la disminuyó
en arterias de ratas ovariectomízadas (fig.51).
El incremento de la liberación de NO endotelial en hembras controles al inhibirse la síntesis
del TXA2 indica que existe una estrecha relación entre la síntesis de factores
vasocontráctiles y vasodilatadores que regula la homeostasis vascular. De hecho se ha
descrito que la activación de los receptores TP producen entre otros efectos la inhibición de
la AC (Hirata y col., 1996), por tanto se podría hipotetizar que la inhibición del TXA2
incremente la liberación de NO vía AMPc.
Por el contrario, la ovariectomía reduce la liberación de NO en ausencia de TXA2 y tal vez
por eso la relajación a ACh con furegrelato no incrementa en este grupo, o tal vez porque
estén implicados otros prostanoides, los cuales se analizarán a continuación.
III.b2. Participación de PGI2 en la respuesta inducida por la ACh.
Continuando con el estudio, investigamos el efecto del inhibidor de la síntesis de PGI2,
TCP (10 µM), en la respuesta inducida por ACh. Observamos que la presencia de TCP
Figura 51: Efecto del furegrelato (1 µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y la estimulada
con ACh (0,1 nM – 10 µM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se
expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. * p<0,05 frente a la liberación
basal de NO; + p<0,05, +++ p<0,001 frente a su correspondiente control.
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disminuyó la respuesta vasodilatadora a ACh en mayor medida en las arterias de hembras
ovariectomizadas que en estro (fig.52, tabla 21).
Tabla 21. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 92,19 ± 2,3 -7,47 ± 0,06 93,53 ± 2,5 -7,48 ± 0,07
TCP 83,81 ± 3,1+ -7,26 ± 0,09 45,24 ± 2,7 # * -7,01 ± 0,09 #
* p< 0,05 vs ratas control; + p< 0,05 vs condición control en ratas control; # p< 0,001 vs condición control en
ratas ovariectomizadas.
Este resultado, en un principio, sugiere una mayor participación de PGI2 con efecto
vasodilatador en arterias de ratas ovariectomizadas, a través de su síntesis y/o efecto
vasomotor. Sin embargo, no se puede descartar la modulación en la síntesis de otros
factores cuando la producción de PGI2 está bloqueada.
Liberación de PGI2 inducida por ACh
Figura 52: Efecto del TCP (10 µM) sobre las curvas concentración-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM - 10
µM) en segmentos de aorta de hembras control y castradas. Los resultados (media ± EEM) se expresan como
porcentaje de la inhibición de la contracción con 5-HT, 1 μM (control, 807 ± 69; control + TCP, 985 ± 81 mg;
ovariectomizadas, 935 ± 56 mg; ovariectomizadas + TCP, 1102 ± 329 mg). El número de animales está
indicado entre paréntesis. *p<0,05, **p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Para analizar el efecto de las hormonas sexuales femeninas sobre la liberación de la PGI2 en
la respuesta a ACh, se midió la producción de su metabolito estable 6-keto-PGF1α inducida
por ACh (0,1 nM – 10 µM). Los resultados obtenidos muestran una síntesis mayor de 6-
keto-PGF1α estimulada por ACh en hembras ovariectomizadas (fig.53).
Estos resultados concuerdan con lo publicado en aorta de ratas ovariectomizadas dónde se
ve un incremento en la síntesis de PGI2 (Lennon y Poyser, 1987) y un detrimento de la
síntesis de la misma en conejos tratados con estrógenos (Elam y col., 1980).
Sin embargo, existen publicaciones dónde la síntesis vascular de PGI2 aumenta cuando los
niveles de estrógenos son altos (Zamorano y col., 1994; Chang y col., 1980). En cultivos de
células endoteliales de vena umbilical en humanos los estrógenos inducen la expresión de
COX-2, incrementando PGI2 (Pedram y col., 2002; Akarasereenont y col., 2000). El
incremento de PGI2 observado en ovariectomizadas va acompañado del incremento de
TXA2 como sucedía en aortas de machos orquidectomizados.
Reactividad vascular a PGI2
Con el fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGI2 se realizaron curvas
concentración-respuesta a PGI2 (0,1 nM- 1 μM). Se obtuvo una mayor relajación en
hembras controles que en castradas p<0,05 (fig.54, tabla 22).
Figura 53: Liberación de 6-keto-PGF1α inducida por ACh en aorta de hembras control y
ovariectomizadas. Los resultados (media + EEM) se expresaron como pg 6-keto-PGF1α /ml mg
tejido. Siendo n el número de animales. *p<0,05 frente a su correspondiente control.
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Tabla 22. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
PGI2 en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
PGI2 35 ± 2,16 -8,13 ± 0,18 25,83 ± 3,2
* -7,75 ± 0,3 *
* p< 0,05 vs ratas control.
La interacción de la PGI2 con sus receptores IP induce la unión del GTP a la proteína Gs
que activa la subunidad catalítica de la AC, resultando en una conversión de ATP a AMPc.
Puesto que se ha publicado que el activador de la AC, forskolina, produce relajaciones
idénticas en arteria mesentérica de ratas ovariectomizadas y tratadas con estrógenos, se
podría sugerir que los estrógenos modulan la vía de transducción de la PGI2 posiblemente
al nivel de la proteína Gs. Esta hipótesis vendría avalada por publicaciones en las que se
sugiere que los estrógenos regulan las funciones de los receptores β-adrenérgicos tanto en
tejido vascular (Ferrer y col., 1996) como hepático (Yagami y col., 1994) incrementando la
expresión de la proteína Gs.
Este resultado confiere un papel cardioprotector a las hormonas sexuales femeninas en
cuanto que incrementa la sensibilidad del músculo liso vascular a un agente vasodilatador.
Figura 54: Curvas concentración-respuesta al Prostaglandina I2 en aortas de hembras control y
ovariectomizadas. Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la
contracción con 5-HT 1 μM (control, 709 ± 52 mg; ovariectomizadas, 763 ± 65 mg). El
número de animales está indicado entre paréntesis.
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Participación de la PGI2 en la liberación de NO inducida por ACh.
La incubación con TCP produjo un incremento en la liberación basal e inducida por ACh
de NO en animales controles mientras que la disminuyó en aortas de ovariectomizadas
(fig.55).
Estos resultados muestran una vez más que el efecto de inhibir derivados de COX-2 en
conjunto o de forma individual está regulada por los niveles de hormonas sexuales.
También confieren un papel cardioprotector a los estrógenos puesto que en situaciones
fisiopatológicas en las que la síntesis de PGI2 esté reducida, la producción de NO también
está disminuida en ausencia de hormonas sexuales femeninas. Probablemente el incremento
del NO en controles sea el responsable, al menos en parte, de que la relajación a ACh no
disminuya tanto en presencia de TCP, del mismo modo la disminución de NO en
ovariectomizadas puede que contribuya a la gran disminución en la relajación a ACh en
presencia de TCP. A pesar de estas consideraciones, no se puede descartar que se
modifique la liberación/función de otros prostanoides.
Puesto que se ha descrito que la PGI2 endógena puede modular las acciones
cardiovasculares del TXA2 in vivo (Cheng y col., 2002), el siguiente paso fue analizar
efecto funcional de la inhibición de la síntesis de ambos prostanoides. Observamos que la
coincubación de las arterias con TCP y furegrelato revirtió la disminución de la respuesta a
Figura 55: Efecto del TCP (10 µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y la estimulación con
ACh. El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades
arbitrarias de fluorescencia (U.A.) por mg de tejido. *p<0,05 frente a la liberación basal de NO; +p<0,05,
++p<0,01 frente a su correspondiente control.
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ACh causada por el TCP en arterias de ratas en estro, mostrando así la existencia de un
balance entre TXA2 y PGI2 en estas arterias. Sin embargo, en arterias de ratas
ovariectomizadas, la coincubación con TCP más furegrelato no revertió el detrimento de la
respuesta vasodilatadora causada por el TCP, indicando la participación de otros
prostanoides contráctiles distintos a la PGI2 y TXA2 que se manifiestan en ausencia de éstos
(fig.56, tabla 23).
Tabla 23. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de relajación) y el log EC50 a
ACh en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
Control 92,19 ± 2,3 -7,47 ± 0,06 93,53 ± 2,5 -7,48 ± 0,07
TCP + Furegrelato 91,74 ± 2,8 -7,34 ± 0,07 85,38 ± 3,9 # -7,06 ± 0,09 #
TCP + SQ29,548 89,49 ± 3,6 -7,23 ± 0,09 83,50 ± 2,5 # -7,16 ± 0,06 #
* p< 0,05 vs ratas control; + p< 0,01 vs condición control en ratas control; # p< 0,001 vs condición control en
ratas ovariectomizadas.
Figura 56: Efecto del TCP (10 µM)+furegrelato (0,1 µM) y TCP (10 µM)+ SQ29,548 (0,1 µM) sobre las
curvas concentración-respuesta inducidas por ACh (0,1 nM - 10 µM) en segmentos de aorta de hembras
control y castradas. Los resultados (media ± EEM) se expresan como porcentaje de la inhibición de la
contracción con 5-HT, 1 μM (controles + TCP + furegrelato 729 ± 32 mg; controles + TCP + SQ29,458 781 ±
67 mg; ovariectomizadas + TCP + furegrelato 929 ± 149 mg; castrados + TCP + SQ29,458 916 ± 64 mg,
p>0,05). El número de animales está indicado entre paréntesis. *p<0,05, ***p<0,001 frente a su
correspondiente control.
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El TCP puede reducir la relajación tanto por la inhibición de PGI2 vasodilatadora, como por
producir un incremento de su precursor PGH2 que es capaz de activar los receptores TP
produciendo vasoconstricción (Mais y col., 1985; Ogletree y col., 1985). Se comprobó por
tanto si estos prostanoides activan también los receptores TP y para ello coincubamos el
TCP con SQ29,548, el efecto fue similar al obtenido con TCP + furegrelato, lo que indica
que sólo el TXA2 activa los TP (fig.56). Este resultado nos indica que deben existir otros
agentes vasocontráctiles involucrados en la respuesta a ACh que no activen necesariamente
los receptores TP y/o que exista una disminución de factores vasodilatadores. Por tanto se
estudió la liberación de NO en presencia de estos inhibidores.
En hembras controles la incubación con TCP + furegrelato no registró diferencias
significativas en la liberación basal, sin embargo, observamos un incremento de la
liberación de NO estimulada por ACh en presencia de estos fármacos. En hembras
castradas, la incubación con TCP + furegrelato disminuyó la liberación de NO tanto basal
como la estimulada por ACh (fig.57).
El incremento de la liberación de NO en ausencia de TXA2, de PGI2 o de ambos a la vez en
hembras en estro nos dota de otro argumento a favor del papel cardioprotector de las
hormonas sexuales femeninas. Respecto a las hembras castradas observamos una
Figura 57: Efecto del furegrelato (1 µM) + TCP (10 µM) sobre la liberación de NO de origen endotelial basal
y la estimulación con ACh (0,1 nM – 10 µM). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.) frente a mg de tejido. * p<0,05
frente a la liberación basal de NO; + p<0,05 ++ p<0,01 frente a su correspondiente control.
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disminución de NO en presencia de TCP, furegrelato o ambos a la vez, resultado que podría
contribuir a la menor relajación a ACh que observamos en todos los casos en este grupo de
animales en presencia de los inhibidores de prostanoides.
III.b3. Participación de la PGF2α en la respuesta inducida por la ACh.
La PGF2α derivada del endotelio juega un papel importante en la regulación del tono
vascular en numerosas alteraciones vasculares. Sus efectos son mediados por dos subtipos
de receptores específicos, FPA y FPB (Srinivasan y col., 2002) localizados en el músculo
liso vascular produciendo vasoconstricción.
Liberación de PGF2α inducida por ACh
Para analizar el efecto de las hormonas sexuales femeninas sobre la liberación de la PGF2α
en la respuesta a ACh, se midió la producción de su metabolito estable 13,14-dihydro-15-
keto-PGF2α inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM). La liberación de PGF2α inducida por ACh
fue similar entre ambos grupos de animales (fig.58).
Estos resultados difieren de lo publicado por Zamorano y col. (1995) dónde la producción
de PGF2α se veía incrementada en hembras ovariectomizadas. Dado los bajos valores de
PGF2α encontrados en nuestras condiciones experimentales, nos hacen suponer que la
repercusión funcional sea también escasa.
Figura 58: Producción de 13,14-dihydro-15-keto-PGF2α inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM)
en segmentos de aorta de macho control y orquidectomizado. Resultados (media + EEM) están
expresados como pg 13,14-dihydro-15-keto PGF2α /ml mg tejido. Siendo n el número de
animales.
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Reactividad vascular a PGF2α
La realización de curvas concentración respuesta a PGF2α produjo una mayor respuesta
contráctil en aortas de ratas ovariectomizadas que en controles (fig.59, tabla 24).
Tabla 24. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de contracción) y el log EC50 a
PGF2α en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
PGF2α 7,5 ± 1,4 -6,98 ± 0,6 29,11 ± 0,24 * -7,29 ± 0,24 *
* p< 0,001 vs ratas control.
Esta mayor contracción PGF2α podría ser la responsable, junto a la disminución de NO, de
la disminución de la respuesta a ACh en presencia de TCP + SQ29,548 .
III.b4. Participación de la PGE2 en la respuesta inducida por la ACh.
Puesto que la producción de PGF2α en hembras en estro y ovariectomizadas es reducida y que
además de la activación de los receptores FP, en la relajación a ACh en presencia de TCP y
SQ29,548 pueden estar participando receptores EP que dependiendo del subtipo produce
vasoconstricción o vasodilatación. Por ello, se analizó la liberación de PGE2 inducida por ACh
y el efecto vasomotor de PGE2.
Figura 59: Curvas concentración-respuesta PGF2α (1 nM- 1 µM) en aortas de ratas hembras en estro
y ovariectomizadas. Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la contracción
de KCl 75 mM (control, 1120 ± 75 mg; ovariectomizadas, 1137 ± 107 mg). El número de animales
está indicado entre paréntesis. *p<0,01 frente a su correspondiente control.
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Liberación de PGE2 inducida por Ach
La liberación inducida por ACh de PGE2 fue mayor en hembras ovariectomizadas que en
controles (fig.60).
El que la liberación de PGE2 sea mayor en ovariectomizadas podría justificar la
disminución de la respuesta a ACh en ausencia de PGI2 y TXA2 en arterias de ratas
ovariectomizadas. Estos resultados difieren de lo publicado en cultivos de células
endoteliales humanas, dónde los estrógenos inducen la expresión de COX-2, incrementando
la síntesis de PGE2 (Pedram y col., 2002). Sin embargo, no hay que olvidar que en nuestras
condiciones experimentales existe una mayor producción de O2.- en ovariectomizadas
(Sagredo y col., 2008) que pudiera estar activando la síntesis de derivados de COX-2.
Es importante tener en cuenta que la PGE2 deriva de PGH2, molécula muy lábil y difícil de
cuantificar. Se ha descrito que la formación de PGH2 puede verse incrementada en
ovariectomizadas de modo que contribuye al efecto vasoconstrictor en este grupo, pues
como ya ha sido publicado anteriormente, la ovariectomía incrementa la expresión y
actividad de PGH sintasa (Kawaguchi y col., 1995) y la sensibilidad a este prostanoide
(Davidge y Zhang, 1998). Otras publicaciones avalan lo anterior proponiendo la hipótesis
de que el tratamiento con estrógenos podría disminuir los niveles de PGH2 (Ospina y col.,
2003).
Figura 60: Producción de PGE2 inducida por ACh (0,1 nM – 10 µM) en segmentos de aorta de
macho control y orquidectomizado; efecto del TCP (1µM) + furegrelato (1µM) en la producción
de PGE2 inducida por ACh. Resultados (media + EEM) están expresados como pg PGE2/ml mg
tejido. Siendo n el número de animales. *p<0,0001 frente al control correspondiente; +p<0,01
comparando las arterias en ausencia de TCP y furegrelato; #p<0,0001comparando con arterias de
ratas ovariectomizadas en presencia de TCP + furegrelato.
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Se continuó el estudio analizando el efecto de los inhibidores de la síntesis de TXA2 y PGI2
en la liberación de PGE2 inducida por ACh con el fin de determinar si al inhibir la síntesis
de dichos prostanoides se incrementa la producción de su precursor PGH2, y por
consiguiente de PGE2.
En presencia de TCP y furegrelato la ACh indujo un incremento en la producción de PGE2
sólo en el caso de ratas ovariectomizadas (fig.60). El incremento de PGE2 en ausencia de
PGI2 y TXA2 podría explicar la disminución de la relajación a ACh en presencia de sus
inhibidores en arterias de ovariectomizadas, a través de la contracción producida al activar
los receptores EP1 y EP3 (Funk y col., 1993; Coleman y col., 1994, Jadhav y col., 2004).
Adicionalmente, la disminución de la liberación de NO en ausencia de PGI2 y TXA2
también podría contribuir a la disminución de la respuesta a ACh en presencia de TCP +
furegrelato.
Por tanto la deficiencia de estrógenos puede exacerbar la liberación y función de los
prostanoides vasoconstrictores observados en diferentes condiciones fisiopatológicas
(Davidge, 2001).
Reactividad vascular a PGE2
Con el fin de determinar posibles diferencias en la sensibilidad a PGE2 se realizaron curvas
concentración-respuesta a PGE2 (1 nM- 10 μM). Los resultados muestran una contracción
dependiente de concentración incrementada en hembras ovariectomizadas p<0,001 (fig.61,
tabla 24).
Figura 61: Curvas concentración-respuesta PGE2 en aortas de hembras en estro y ovariectomizadas.
Los resultados (media ± EEM) están expresados en porcentaje de la contracción de KCl 75 mM
(control, 1238 ± 105 mg; ovariectomizadas, 1243 ± 145 mg). El número de animales está indicado
entre paréntesis. *p<0,001 frente a su correspondiente control.
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Tabla 24. Cambios en la respuesta máxima (Emax, expresada como porcentaje de contracción) y el log EC50 a
PGE2 en aorta de ratas control y ovariectomizadas.
Control Ovariectomizada
Emax (%) log EC50 Emax (%) log EC50
PGE2 16,33 ± 1,36 -5,23 ± 7,4 89,93 ± 4,4 * -5,21 ± 4,47
* p< 0,001 vs ratas control.
Se ha descrito que modestas variaciones en la expresión y sensibilidad de los receptores EP
pueden provocar alteraciones fisiológicas en la respuesta a PGE2, en lo que a esto respecta
se ha publicado que el tratamiento con estrógenos reduce la densidad de los receptores
responsables de la respuesta vasoconstrictora EP1 y EP3 facilitando el efecto vasodilatador
de EP2 y EP4 (Schmitz y col., 2006). Es posible, hipotetizar que la diferencia en la
sensibilidad a este prostanoide en ambos grupos sea debida a alteraciones en la expresión
de sus receptores. Este incremento de la sensibilidad del músculo liso vascular a un agente
vasoconstrictor en hembras ovariectomizadas confiere un papel vasoprotector a las
hormonas sexuales femeninas.
En resumen, este estudio demuestra que la ovariectomía incrementa la expresión de COX-
2, e induce un desequilibrio en la producción de prostanoides vasoconstrictores y
vasodilatadores, siendo los prostanoides vasoconstrictores los predominantes.
Anteriormente, se ha descrito un incremento en la producción de aniones superóxido en
aortas de ratas ovariectomizadas (Sagredo y col., 2008) que disminuye la biodisponibilidad
del NO. Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, la respuesta vasodilatadora a ACh no se
ve modificada en aortas de ratas ovariectomizadas, probablemente como consecuencia de
mecanismos compensatorios, que podrían incluir una regulación positiva de la liberación
de NO endotelial a través de derivados de COX-2 (fig.62).
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Figura 62: Esquema que muestra el efecto de la ovariectomía sobre la relajación inducida por la ACh. El
esquema muestra que la ovariectomía incrementa la expresión de COX-2 y que cuando la ACh activa los
receptores muscarínicos (M-R) se induce la liberación de PGI2, PGE2, TXA2 y PGF2α; la ovariectomía
incrementa la liberación de PGI2, PGE2 y TXA2. Adicionalmente, cuando se inhibe la síntesis de PGI2 y TXA2
por TCP y furegrelato, respectivamente, la liberación de PGE2 se incrementa, y la ovariectomía incrementa
este efecto. Estos prostanoides a través de sus respectivos receptores específicos ejercen un efecto
vasoconstrictor neto en ratas ovariectomizadas. A pesar de estas modificaciones, la respuesta inducida por
ACh no se ve modificada en aortas de ratas ovarectomizadas.
En resumen, este estudio comparativo sobre la influencia de las hormonas sexuales
endógenas en machos y en hembras sobre la liberación/función de prostanoides y NO
endotelial nos provee de un argumento más a favor del papel cardioprotector de las
hormonas sexuales endógenas en los dos sexos. Los efectos vasculares observados en ratas
orquidectomizadas parecen depender de testosterona, mientras que en ratas
ovariectomizadas se observó una disminución parcial de estradiol. Este resultado podría
indicar: (1) la participación de otras hormonas y/o factores de origen gonadal y/o (2) que el
sistema cardiovascular femenino fuera más sensible a la disminución de estradiol que el
sistema cardiovascular masculino a la de testosterona.
Adicionalmente, el estudio pone de manifiesto la existencia de distintas vías de señalización
que actúan simultáneamente para mantener una función vascular adecuada.
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Las conclusiones concretas obtenidas en el presente estudio, realizado en aorta de rata,
muestran que en la respuesta inducida por ACh la deprivación de hormonas sexuales:
- No modifica la participación del NO endotelial ni en machos ni en hembras, ya que no
altera
- la expresión de la eNOS, y
- la liberación y función del NO endotelial.
- Modula la participación de derivados de COX-2, ya que
- incrementa la expresión de COX-2, tanto en machos como en hembras,
- incrementa la liberación de TXA2, PGI2 y PGE2 en machos y en hembras; e
incrementa la de PGF2α sólo en machos.
- disminuye el efecto vasodilatador de PGI2 tanto en machos como en hembras,
- incrementa el efecto vasoconstrictor del TXA2, PGE2 y PGF2α en hembras y sólo el
de PGE2 en machos.
- Modula el efecto de los distintos prostanoides sobre la síntesis de NO, ya que
- la liberación de NO está regulada positivamente sólo por el TXA2 en aorta de ratas
macho,
- la liberación de NO en ratas hembra está regulada positivamente por TXA2, PGI2 y
demás prostanoides derivados de COX-2.
Las hormonas sexuales endógenas confieren un papel protector sobre el sistema
cardiovascular en cuanto a la liberación y función de prostanoides derivados de COX-2 en
sus respectivos sexos. Sin embargo, a pesar de estas modificaciones, la respuesta
vasodilatadora inducida por ACh está incrementada o no modificada en aortas de ratas
orquidectomizadas u ovariectomizadas, respectivamente a través de distintos mecanismos
compensatorios.
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